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DESCRIPCION
Sistemas y métodos para preparar una muestra y realizar un ensayo en tiempo real de la muestra
CAMPO DE LA DESCRIPCION

La presente descripcién se refiere en general a ensayos y, mas especificamente, a sistemas y métodos para preparar
una muestra y realizar un ensayo en tiempo real de la muestra.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud se presenta con un listado de secuencias en formato electrénico. El listado de secuencias se
proporcioné como un archivo titulado "53661_Seqlisting.txt" creado el 11 de febrero de 2020 y tiene un tamafio de
263.959 bytes.

ANTECEDENTES

Los ensayos se realizan habitualmente para cuantificar uno o mas atributos de un analito, como un farmaco, una
sustancia bioguimica o una célula. Un ejemplo de un ensayo de este tipo es el ensayo del método de atributos multiples
(MAM), que puede detectar y cuantificar los atributos de calidad criticos (CQA), identificados por el perfil de producto
diana de calidad (QTPP), de una muestra (Desarrollo de una espectrometria de masas cuantitativa). Método de
atributos multiples para la caracterizacioén, pruebas de control de calidad y disposicién de productos biolégicos. Rogers
RS, Nightlinger NS, Livingston B, Campbell P, Bailey R, Balland A. MAbs. 2015, 7(5): 881-90). El ensayo MAM es un
proceso operado manualmente que se realiza, por ejemplo, en un laboratorio de pruebas de liberacion de moléculas
grandes (LMRT). MAM es un método de mapeo de péptidos basado en cromatografia liquida (LC) - espectrometria
de masas (MS), que consiste en tres etapas: (1) preparacion de muestras (que puede incluir, por ejemplo,
desnaturalizacién, reduccién, alquilacidn y digestion de polipéptidos); (2) separar los polipéptidos digeridos por LC y
detectarlos por MS; y (3) analisis de los datos para CQA diana y deteccién de nueva sefial (es decir, maximos) cuando
se compara con un estandar de referencia.

Las CQA son propiedades quimicas, fisicas o biolégicas que estan presentes dentro de un valor o rango de valores
especifico. Por ejemplo, para las moléculas terapéuticas polipeptidicas grandes, los atributos fisicos y las
modificaciones de los aminoacidos (los componentes basicos de los polipéptidos) son CQA importantes que se
monitorean durante y después de la fabricacién, asi como durante el desarrollo de farmacos. A diferencia de los
ensayos analiticos convencionales que rastrean los cambios en el tamafio maximo y la forma maxima de polipéptidos
completos o parciales, MAM detecta CQA especificas a nivel de aminoacidos. Los documentos WO 2019/028187 y
WO 2019/028191 describen varios sistemas y métodos para analizar moléculas polipeptidicas: ambos documentos
describen un método para mover automaticamente una muestra a un bucle de muestra y a una primera valvula
multipuerto. Las moléculas de muestra se capturan en una columna de captura y se separan.

El analisis del perfil de glicanos de un polipéptido terapéutico suele ser una CQA. Esto es especialmente cierto en el
caso de productos biosimilares, donde el perfil de glicosilacion del producto biosimilar debe ser comparable al del
producto innovador. Los procesos conocidos para realizar ensayos de glicanos requieren que se recolecte
manualmente una muestra de un producto, se entregue a un laboratorio de pruebas y se concentre, purifique y prepare
manualmente para el analisis. El tiempo de respuesta tipico para estos procesos conocidos, operados manualmente,
es de aproximadamente cinco dias. Este paso del tiempo genera costes y retrasos en el desarrollo de medicamentos
(innovadores y biosimilares) y su eventual lanzamiento. Por ejemplo, se acumulan retrasos de cinco dias durante el
desarrollo de farmacos, por ejemplo, cuando se optimizan las condiciones de cultivo para una glicosilaciéon 6ptima, lo
que impide la entrega de polipéptidos nuevos e importantes a los pacientes. Ademas, dichos retrasos dan lugar a
perfiles determinados después de la fabricacion, lo que da lugar a la refabricacién de productos que no cumplen con
las especificaciones en lugar de ajustar los parametros de fabricacion en tiempo real. Por lo tanto, existe la necesidad
de métodos eficientes y mas rapidos para facilitar el analisis de CQA, incluida la preparacion de muestras para dichos
analisis.

SUMARIO

La invencién se define en el en la reivindicacion 1 independiente del método y en la reivindicacion 7 independiente del
sistema. Un aspecto de la presente descripcion proporciona un método que incluye las etapas de (a) mover
automaticamente una muestra que comprende moléculas de un primer vial a un bucle de muestra; (b) mover un
volumen de la muestra del bucle de muestra a una primera valvula multipuerto; (c) mover el volumen de la muestra de
la primera vélvula multipuerto a una segunda valvula multipuerto acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la
primera valvula multipuerto; (d) cuando la segunda véalvula multipuerto esta en una primera posicién, mover el volumen
de la muestra de la segunda valvula multipuerto a una columna de captura; (e) capturar las moléculas de la muestra
en la columna de captura, separando asi las moléculas de la muestra de una matriz de la muestra; (f) mover una
solucion tampén de elucién de una fuente de tamp6n a la columna de captura, eluyendo asi las moléculas capturadas
por la columna de captura y mover una mezcla de elucién/molécula que comprende la solucién tampén de elucién y
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las moléculas eluidas a un segundo vial dispuesto aguas abajo de la captura columna, comprendiendo el segundo vial
un vial de flujo continuo; y (g) mover automaticamente las moléculas en el segundo vial a un dispositivo analitico para
el analisis de las moléculas.

Cabe sefialar que un "vial" o "primer vial" desde el cual se mueve inicialmente la muestra, como se usa en el presente
documento, puede comprender o consistir en cualquier vial adecuado, tal como un vial de flujo continuo o un vial de
flujo discontinuo. Ademas, se pueden usar viales de flujo discontinuo (asi como viales de flujo continuo) en los métodos
y sistemas descritos en el presente documento como recipientes temporales o de transicién para muestras
intermedias/parcialmente procesadas antes de que pasen a la siguiente etapa de procesamiento en el sistema.

Otro aspecto de la descripcién proporciona un sistema cerrado que incluye un primer vial adaptado para contener una
muestra que comprende moléculas, uno o mas agentes de cambio, un bucle de muestra adaptado para recibir la
muestra del primer vial, una primera valvula multipuerto acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para
obtener un volumen de la muestra a través de un primer puerto de la primera valvula multipuerto, y una segunda
véalvula multipuerto acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la primera valvula multipuerto. El sistema cerrado
incluye una columna de captura dispuesta para acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la
segunda valvula multipuerto esté en una primera posicién. La columna de captura esta configurada para capturar las
moléculas del volumen de la muestra. El sistema cerrado incluye también una columna de desalacién dispuesta para
acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en una segunda
posicién diferente de la primera posicién. La columna de desalacién esta configurada para reducir la concentracién de
sal de las moléculas. El sistema cerrado incluye ademas un primer serpentin de reaccién dispuesto para acoplarse
selectivamente fluidamente a la primera valvula multipuerto. El primer serpentin de reaccién esta dispuesto para recibir
uno o mas de los agentes de cambio y configurado para incubar las moléculas y uno o mas de los agentes de cambio
para cambiar las moléculas. El sistema cerrado incluye ademas un segundo vial dispuesto aguas abajo y acoplado
fluidamente a la segunda valvula multipuerto. El segundo vial esta dispuesto para recibir una mezcla que comprende
las moléculas de la columna de captura, la columna de desalacion o el primer serpentin de reaccion. El segundo vial
incluye una valvula de flujo. En algunos ejemplos, el vial de flujo continuo esta configurado para separar las moléculas
del resto de la mezcla, de modo que las moléculas puedan analizarse.

Ademas, la descripcién proporciona un sistema cerrado que incluye un primer vial adaptado para contener una muestra
que comprende polipéptidos, uno o mas agentes de cambio, un bucle de muestra adaptado para recibir la muestra del
primer vial, una primera valvula multipuerto acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para obtener un
volumen de la muestra a través de un primer puerto de la primera valvula multipuerto, una segunda valvula multipuerto
acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la primera valvula multipuerto, y una columna de captura dispuesta
para acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en una
primera posicién. La columna de captura esta configurada para capturar los polipéptidos del volumen de la muestra.
El sistema cerrado incluye también una columna de desalacién dispuesta para acoplarse fluidamente a la segunda
valvula multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en una segunda posicion diferente de la primera
posicion. La columna de desalacién esta configurada para reducir la concentracién de sal de los polipéptidos. El
sistema cerrado incluye ademas un primer serpentin de reaccion dispuesto para acoplarse selectivamente fluidamente
a la primera valvula multipuerto. El primer serpentin de reaccion esta dispuesto para recibir uno o mas de los agentes
de cambio y configurado para incuba los polipéptidos y uno o mas de los agentes de cambio para cambiar los
polipéptidos. El sistema cerrado incluye ademas un segundo vial dispuesto aguas abajo y acoplado fluidamente a la
segunda valvula multipuerto. El segundo vial esta dispuesto para recibir una mezcla que comprende los polipéptidos
de la columna de captura, la columna de desalacién o el primer serpentin de reaccién. El segundo vial incluye una
valvula de flujo continuo configurada para separar los polipéptidos del resto de la mezcla, de modo que los polipéptidos
puedan analizarse.

Ademas, la descripcion proporciona un sistema cerrado que incluye un primer vial adaptado para contener una muestra
que comprende polipéptidos, un bucle de muestra adaptado para recibir la muestra del primer vial, una primera valvula
multipuerto acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para obtener una volumen de la muestra a través
de un primer puerto de la primera valvula multipuerto, una segunda valvula multipuerto acoplada fluidamente y
dispuesta aguas abajo de la primera valvula multipuerto, y una columna de unién a polipéptidos dispuesta para
acoplarse fluidamente a los segundos polipéptidos de la muestra. El sistema cerrado incluye también un segundo vial
dispuesto aguas abajo de la columna de unién a polipéptidos, y una fuente de tampén acoplada fluidamente a la
primera valvula multipuerto y dispuesta para suministrar solucién tampén de elucién al segundo vial a través de la
segunda valvula multipuerto y la columna de unién a polipéptidos cuando la segunda valvula multipuerto esta en la
primera posicién, de modo que la solucién tampén de elucién esté adaptada para eluir sustancialmente todos los
polipéptidos de la columna de unién a polipéptidos. En algunos ejemplos, el segundo vial incluye una valvula de flujo
configurada para filtrar la solucién tampén de elucion de la mezcla de elucion/polipéptido fuera del segundo vial,
dejando asi solo los polipéptidos eluidos en el segundo vial.

Ademas, la presente descripcién proporciona un sistema cerrado que incluye un primer vial adaptado para contener
una muestra que comprende polipéptidos, un bucle de muestra adaptado para recibir la muestra del primer vial, una
primera valvula multipuerto acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para obtener un volumen de la
muestra a través de un primer puerto de la primera valvula multipuerto, una segunda valvula multipuerto acoplada
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fluidamente y dispuesta aguas abajo de la primera valvula multipuerto, y una columna de unién a polipéptidos dispuesta
para acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en una
primera posicién. La columna de unién a polipéptidos esta configurada para unir los polipéptidos de la muestra. El
sistema cerrado incluye también un segundo vial dispuesto aguas abajo de la columna de unién a polipéptidos,
comprendiendo el segundo vial un vial de flujo continuo y comprendiendo un reactivo marcador de glicanos, y una
fuente de glicosidasa dispuesta para suministrar glicosidasas (tal como glucanasa) a la columna de unién a
polipéptidos a través de la segunda valvula multipuerto, de modo que las glicosidasas se infunden con los polipéptidos
unidos a la columna de unién a polipéptidos. El sistema cerrado incluye también una fuente de solucién vehiculo
dispuesta para suministrar una solucion vehiculo a la columna de unién a polipéptidos a través de la segunda valvula
multipuerto. La solucién vehiculo estd adaptada para liberar y transportar los glicanos desde la columna de unién a
polipéptidos hasta el segundo vial. El sistema cerrado incluye ademas un serpentin de reaccién dispuesto para recibir
una mezcla de los glicanos liberados y el reactivo marcador de glicanos del segundo vial a través de la primera véalvula
multipuerto. El serpentin de reaccién estéa configurado para incubar la mezcla de los glicanos liberados y el reactivo
marcador de glicanos para marcar los glicanos. El sistema cerrado incluye ademas un tercer vial dispuesto aguas
abajo del serpentin de reaccién para recibir los glicanos marcados y el reactivo marcador de glicanos. En algunos
ejemplos, el tercer vial comprende también una valvula de flujo continuo configurada para filtrar sustancialmente el
reactivo marcador de glicanos fuera del tercer vial, dejando asi sustancialmente solo los glicanos marcados en el tercer
vial.

Ademas, la presente descripcién proporciona un método que incluye las etapas de (a) mover una muestra que
comprende moléculas de un vial de muestra a un bucle de muestra; (b) mover un volumen de la muestra desde el
bucle de muestra a una valvula de inyeccion; (c) mover el volumen de la muestra de la valvula de inyeccién a una
primera valvula multipuerto acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la valvula de inyeccion; (d) cuando la
primera valvula multipuerto esta en una segunda posicidon, mover el volumen de la muestra de la primera valvula
multipuerto a una columna de captura en la segunda valvula multipuerto; (e) capturar las moléculas de la muestra en
la columna de captura, separando asi las moléculas de la muestra de una matriz de la muestra; (f) mover una solucion
tampon de elucién de una fuente de tampén a la columna de captura, eluyendo asi las moléculas capturadas por la
columna de captura y mover una mezcla de elucién/molécula que comprende la solucién tampén de elucién y las
moléculas eluidas a un vial receptor en la tercera vélvula multipuerto dispuesta aguas abajo de la columna de captura
en la segunda valvula multipuerto, comprendiendo el vial receptor un vial de flujo continuo; y (g) mover las moléculas
en el vial de flujo continuo a un dispositivo analitico (por ejemplo, un compartimento de columna) para el andlisis de
las moléculas.

Ademas, la presente descripcion proporciona un método que incluye las etapas de: (a) mover una muestra que
comprende polipéptidos de un vial de muestra a un bucle de muestra; (b) mover un volumen de la muestra desde el
bucle de muestra a una valvula de inyeccién; (c) mover el volumen de la muestra de la valvula de inyeccién a una
primera valvula multipuerto acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la vélvula de inyeccidn; (d) cuando la
primera valvula multipuerto estd en una segunda posicién, mover el volumen de la muestra de la primera valvula
multipuerto a una columna de unidn a polipéptidos en la segunda valvula multipuerto; (e) capturar los polipéptidos de
la muestra en la columna de unién a polipéptidos, separando asi los polipéptidos de la muestra de una matriz de la
muestra; (f) mover una solucién tampdn de elucién de una fuente de tampén a la columna de captura, eluyendo asi
los polipéptidos capturados por la columna de captura y mover una mezcla de elucién/molécula que comprende la
solucion tampén de elucion y los polipéptidos eluidos a un vial receptor dispuesto aguas abajo de la columna de unién
a polipéptidos, comprendiendo el vial receptor un vial de flujo continuo; y (g) mover los polipéptidos en el vial de flujo
continuo a un dispositivo analitico (por ejemplo, un compartimento de columna) para el andlisis de las moléculas.

Ademas, la presente descripcién proporciona un método que incluye las etapas de: (a) mover una muestra que
comprende polipéptidos de un vial de muestra a un bucle de muestra; (b) mover un volumen de la muestra del bucle
de muestra a una valvula de inyeccion; (c) mover el volumen de |la muestra de la valvula de inyeccion a una primera
vélvula multipuerto acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la valvula de inyeccién; (d) mover el volumen de
la muestra de |la primera valvula multipuerto a una columna de union a polipéptidos en la segunda véalvula multiposicion;
(e) unir los polipéptidos en el volumen de la muestra a la columna de unién a polipéptidos, separando asi los
polipéptidos en la muestra de una matriz de la muestra; (f) mover las glicosidasas (tales como glucanasa) a la columna
de unién a polipéptidos a través de la segunda valvula multipuerto para liberar glicanos de los polipéptidos unidos; (g)
mover los glicanos liberados fuera de la columna de unién a polipéptidos y a un vial receptor dispuesto aguas abajo
de la columna de unién a polipéptidos, siendo el vial receptor un vial de flujo continuo; (h) mezclar los glicanos liberados
con un reactivo marcador de glicanos en el vial de flujo continuo; (i) mover la mezcla de los glicanos liberados vy el
reactivo marcador de glicanos a un serpentin de reaccién en la segunda véalvula multipuerto a través de la primera
valvula multipuerto; (j) incubar la mezcla de los glicanos liberados y el reactivo marcador de glicanos en el serpentin
de reaccioén, marcando asi los glicanos; (k) mover la mezcla del serpentin de reaccién al vial de flujo continuo; y (I)
mover los glicanos marcados en el vial de flujo continuo a un dispositivo analitico para el andlisis de los glicanos
marcados.

Ademas, la descripcion proporciona un sistema cerrado que incluye un vial de muestra adaptado para contener una

muestra que comprende moléculas, uno o mas agentes de cambio, un bucle de muestra adaptado para recibir la
muestra del vial de muestra, una vélvula de inyeccién acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para
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obtener un volumen de la muestra a través de un segundo puerto de la valvula de inyeccién, y una primera valvula
multipuerto acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la valvula de inyeccién. El sistema cerrado incluye una
columna de captura dispuesta para acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda valvula
multipuerto esta en una segunda posicién. La columna de captura esta configurada para capturar las moléculas del
volumen de la muestra. El sistema cerrado incluye también una columna de desalacién dispuesta para acoplarse
fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en una tercera posicion
diferente de la segunda posicién. La columna de desalacién esta configurada para reducir la concentracién de sal de
las moléculas. El sistema cerrado incluye ademas un serpentin de reaccion dispuesto para acoplarse selectivamente
fluidamente a la segunda valvula multipuerto. El serpentin de reaccién esta dispuesto para recibir uno o mas de los
agentes de cambio y configurado para incubar las moléculas y uno o mas de los agentes de cambio para cambiar las
moléculas. El vial receptor esta dispuesto para recibir una mezcla que comprende las moléculas de la columna de
captura, la columna de desalacién o el serpentin de reacciéon. El vial receptor incluye una valvula de flujo continuo
configurada para separar las moléculas del resto de la mezcla, de modo que las moléculas puedan analizarse.

Ademas, la descripcion proporciona un sistema cerrado que incluye un vial de muestra adaptado para contener una
muestra que comprende polipéptidos, uno o mas agentes de cambio, un bucle de muestra adaptado para recibir la
muestra del primer vial, una valvula de inyeccion acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para obtener
un volumen de la muestra a través de un segundo puerto de la valvula de inyeccion, una primera valvula multipuerto
acoplada fluidamente a y dispuesta aguas abajo de la valvula de inyeccién, y una columna de captura dispuesta para
acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en una segunda
posicién. La columna de captura esta configurada para capturar los polipéptidos del volumen de la muestra. El sistema
cerrado incluye también una columna de desalacién dispuesta para acoplarse fluidamente a la segunda valvula
multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en una tercera posicion diferente de la segunda posicién. La
columna de desalacion esté configurada para reducir la concentracion de sal de los polipéptidos. El sistema cerrado
incluye ademas un serpentin de reaccién dispuesto para acoplarse selectivamente fluidamente a la segunda valvula
multipuerto. El serpentin de reaccién esta dispuesto para recibir uno o mas de los agentes de cambio y configurado
para incuba los polipéptidos y uno o mas de los agentes de cambio para cambiar los polipéptidos. El sistema cerrado
incluye ademés un vial receptor dispuesto aguas abajo y acoplado fluidamente a la tercera valvula multipuerto. El vial
receptor esta dispuesto para recibir una mezcla que comprende los polipéptidos de la columna de captura, la columna
de desalacion o el primer serpentin de reaccién. El vial receptor incluye una valvula de flujo continuo configurada para
separar los polipéptidos del resto de la mezcla, de modo que los polipéptidos puedan analizarse.

Ademas, la descripcion proporciona un sistema cerrado que incluye un vial de muestra adaptado para contener una
muestra que comprende polipéptidos, un bucle de muestra adaptado para recibir la muestra del vial de muestra, una
vélvula de inyeccién acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para obtener un volumen de la muestra a
través de un segundo puerto de la valvula de inyeccién, una primera valvula multipuerto acoplada fluidamente y
dispuesta aguas abajo de la véalvula de inyeccién, y una columna de unién a polipéptidos dispuesta para acoplarse
fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda véalvula multipuerto esta en una segunda posicién. La
columna de unién a polipéptidos esta configurada para unir los polipéptidos de la muestra. El sistema cerrado incluye
también un vial receptor en la tercera valvula multipuerto dispuesta aguas abajo de la columna de unién a polipéptidos
en la segunda valvula multipuerto. Una fuente de tampén acoplada fluidamente a la primera valvula multipuerto y
dispuesta para suministrar solucién tampén de elucion a la segunda valvula multipuerto y a la columna de unién a
polipéptidos cuando la segunda valvula multipuerto esta en la segunda posicién, de modo que la solucién tampén de
eluciéon estd adaptada para eluir sustancialmente todos los polipéptidos de la columna de unién a polipéptidos al vial
receptor en la tercera valvula multiposicion. El vial receptor incluye una valvula de flujo continuo configurada en
combinacién con la tercera vélvula multipuerto, para desviar la solucién tampén de elucién de la mezcla de
elucién/polipéptidos fuera de la columna de unién a polipéptidos, dejando asi solo los polipéptidos eluidos en el vial
de flujo continuo.

Ademas, la presente descripcién proporciona un sistema cerrado que incluye un vial de muestra adaptado para
contener una muestra que comprende polipéptidos, un bucle de muestra adaptado para recibir la muestra del primer
vial, una valvula de inyeccioén acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para obtener un volumen de la
muestra a través de un segundo puerto de la valvula de inyeccién, una primera valvula multipuerto acoplada
fluidamente y dispuesta aguas abajo de la valvula de inyeccién, y una columna de unién a polipéptidos dispuesta para
acoplarse fluidamente a la segunda véalvula multipuerto cuando la segunda valvula multipuerto esta en la segunda
posicion. La columna de union a polipéptidos esta configurada para unir los polipéptidos de la muestra. El sistema
cerrado incluye también un vial receptor en la tercera valvula multipuerto dispuesta aguas abajo de la columna de
unién a polipéptidos, siendo el vial receptor un vial de flujo continuo que comprende un reactivo marcador de glicanos
y una fuente de glicosidasa dispuesta para suministrar glicosidasas (tal como glucanasa) a la columna de unién a
polipéptidos a través de la segunda valvula multipuerto, de modo que las glicosidasas se infunden con los polipéptidos
unidos a la columna de unién a polipéptidos. El sistema cerrado incluye también una fuente de solucién vehiculo
dispuesta para suministrar una solucién vehiculo a la columna de unién a polipéptidos a través de la segunda valvula
multipuerto. La solucién vehiculo estd adaptada para liberar y transportar los glicanos desde la columna de unién a
polipéptidos hasta el vial receptor. El sistema cerrado incluye ademas un serpentin de reaccién dispuesto para recibir
una mezcla de los glicanos liberados y el reactivo marcador de glicanos del vial de flujo continuo a través de la primera
véalvula multipuerto. El serpentin de reaccion esta configurado para incubar la mezcla de los glicanos liberados y el
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reactivo marcador de glicanos para marcar los glicanos. El sistema cerrado usa el mismo vial de flujo en la tercera
véalvula multipuerto dispuesta aguas abajo del serpentin de reaccién en la segunda valvula multipuerto para desviar €l
reactivo marcador de glicanos pero para recibir los glicanos marcados en el vial de flujo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un diagrama esquematico de un ejemplo de un sistema para realizar un ensayo en linea en
tiempo real ensamblado segln las ensefianzas de la presente descripcion.

La Figura 2 es un diagrama esquematico de un controlador del sistema ilustrado en la Figura 1.

La Figura 3 es un diagrama esquematico que ilustra un ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de la Figura 1.

La Figura 4 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de |a Figura 1.

La Figura 5 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de |a Figura 1.

La Figura 6 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de la Figura 1.

La Figura 7 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de |a Figura 1.

La Figura 8 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de la Figura 1.

La Figura 9 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de |a Figura 1.

La Figura 10 es un diagrama esquematico de otro ejemplo de un sistema para realizar un ensayo en linea en
tiempo real ensamblado segln las ensefianzas de la presente descripcion.

La Figura 11 es un diagrama esquematico que ilustra un ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de la Figura 10.

La Figura 12 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de |a Figura 10.

La Figura 13 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de |a Figura 10.

La Figura 14 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de la Figura 10.

La Figura 15 es un diagrama esquematico que ilustra otro ejemplo de un método para realizar un ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema de |a Figura 10.

La Figura 16 es una vista en perspectiva de un ejemplo de un vial de flujo continuo que se construye segin
las ensefianzas de la presente descripcion y se puede usar en el sistema de la Figura 1 o en el sistema de la
Figura 10.

La Figura 17 es una vista parcial en seccion transversal del vial de flujo continuo de la Figura 16.

La Figura 18 es una vista en perspectiva de un ejemplo de un portaviales que se construye segun las
ensefianzas de la presente descripcién y se puede usar en el sistema de la Figura 1 o en el sistema de la
Figura 10 para contener una pluralidad de viales de flujo continuo de la Figura 16.

La Figura 19 ilustra el portaviales acoplado a un sistema de muestreo automatizado del sistema de la Figura
1 0 en el sistema de la Figura 10 y recibir uno de los viales de flujo continuo de la Figura 16.

La Figura 20 es una tabla que representa los resultados de un estudio que valida la eficacia del sistema de
la Figura 1 usando tres ensayos diferentes y nueve moléculas diferentes.
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La Figura 21 es un grafico que representa los resultados de uno de los tres ensayos diferentes realizados
con una de las nueve moléculas diferentes usando el sistema de la Figura 1.

La Figura 22 es similar a la Figura 21, pero muestra los resultados usando una técnica convencional.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La Figura 1 ilustra un diagrama esquematico de un ejemplo de un sistema 100 ensamblado segun las ensefianzas de
la presente descripcion. El sistema 100, que puede estar ubicado en o dentro de un laboratorio (por ejemplo, un
laboratorio de pruebas) o en una instalacién de fabricacién (por ejemplo, en la planta de fabricacion), es un sistema
cerrado para preparar automatica o sustancialmente automaticamente una muestra de un producto que contiene
moléculas para el andlisis y realizar automaticamente un ensayo de esa muestra, como se describe con mayor detalle
a continuacién. Al automatizar (o sustancialmente automatizar) este proceso usando el sistema 100, el ensayo se
puede realizar en tiempo real (o0 sustancialmente en tiempo real) y en la planta de fabricacién (cuando se usa en la
instalacion de fabricacién), de modo que todo el proceso se puede realizar y obtener el resultado deseado en cuestion
de horas (por efemplo, 2 a 3 horas), una mejora significativa con respecto a los 5 dias que normalmente requieren los
procesos operados manualmente, conocidos convencionalmente. Ademas, la naturaleza cerrada del proceso que
utiliza el sistema 100 mantiene condiciones estériles. Ademas, el sistema 100 es un sistema flexible que puede usarse
para preparar cualquier nimero de muestras (iguales o diferentes) para diferentes analisis y puede realizar
automaticamente varios ensayos diferentes en estas muestras, obviando asi la necesidad de multiples sistemas
diferentes para preparar diferentes muestras para diferentes andlisis. Al realizar multiples ensayos dentro del mismo
sistema 100, puede requerirse menos volumen de muestra que si los mismos ensayos se realizaran en multiples
sistemas (lo que normalmente daria como resultado la pérdida de parte de la muestra como volumen muerto). Por
tanto, se contempla que los sistemas 100 descritos en el presente documento puedan conservar muestras
minimizando o evitando el volumen muerto. Ademas, los sistemas 100 como se describen en el presente documento
pueden ser capaces de realizar multiples ensayos manteniendo una huella mas pequefia que los sistemas individuales
configurados para realizar cada ensayo individualmente. Por ejemplo, un sistema como se describe en el presente
documento equipado con una columna de captura (tal como una columna de proteina A} en la valvula 112 puede lograr
la funcionalidad de una purificacién a mayor escala pero ocupa un espacio mas pequefio.

El sistema 100 ilustrado en la Figura 1 incluye por lo general uno o mas viales de muestra, una aguja, un bucle de
muestra, un dispositivo dosificador, un puerto de asiento de aguja, una primera columna, una segunda columna, una
o mas fuentes de tampon, una o mas fuentes de reactivos de cambio, una o mas fuentes de solucién(es) vehiculo(s),
un primer serpentin de reaccion (Serpentin A en la Figura 1), un segundo serpentin de reaccién (Serpentin B en la
Figura 1), y uno o mas viales receptores, asi como cuatro valvulas multipuerto 104, 108, 112, 116 y un conducto (por
ejemplo, un conducto de acero inoxidable) que se extiende entre cada uno de los componentes del sistema 100 para
facilitar la comunicacién fluida. entre componentes del sistema 100 cuando se desee. El sistema 100 ilustrado en la
Figura 1 incluye también un dispositivo analitico, una primera bomba 120 y una segunda bomba 124. No obstante, se
apreciara que el sistema 100 no necesita incluir uno o mas de los componentes enumerados anteriormente y/o puede
incluir componentes adicionales. Opcionalmente, el segundo serpentin de reaccion (por ejemplo, el serpentin B en la
Figura 1) puede omitirse del sistema 100.

Cada uno de los uno o mas viales de muestra esta adaptado para contener una muestra que incluye moléculas de
interés. La muestra se obtiene preferiblemente (por efemplo, suministra) automaticamente mediante un sistema de
muestreo automatico (por ejemplo, el muestreador automatico empleado en el producto Agilent 1290 Infinity 1), aunque
la muestra se puede obtener manualmente. En algunos ejemplos, las moléculas son polipéptidos, tales como, por
ejemplo, polipéptidos terapéuticos (que se analizan con mas detalle a continuacién) y polinucleétidos. En otros
ejemplos, las moléculas son moléculas pequefias (es decir, tienen un peso molecular de aproximadamente
900 Daltons (unidades de masa atdmica unificada, u} o menos y puede difundirse a través de las membranas celulares
en un periodo de tiempo razonable). Las moléculas pequefias pueden, por ejemplo, comprender, consistir
esencialmente en, o consistir en metabolitos. Cada uno de uno o mas viales de muestra esta alojado preferiblemente
en el propio sistema de muestreo automatico y por lo general toma la forma de un vial de flujo continuo, cuyos detalles
se describen con mayor detalle en el presente documento, aunque los viales de muestra pueden ser otros viales (por
ejemplo, viales de flujo discontinuo) también. En cualquier caso, cuando se desee, la aguja se puede mover para
recuperar automaticamente una muestra de uno de los viales de muestra y depositar la muestra en el bucle de muestra.
El bucle de muestra sirve como deposito temporal o zona de amortiguamiento para la muestra depositada y, al mismo
tiempo, evita que la muestra entre en el dispositivo dosificador. El dispositivo dosificador, que en este ejemplo toma la
forma de un cabezal analitico, esta dispuesto para controlar el volumen de la muestra obtenida por la aguja y
depositada en el bucle de muestra. Finalmente, la muestra se empuja desde el bucle de muestra hacia el puerto de
asiento de aguja.

La valvula multipuerto 104 en este ejemplo toma la forma de una vélvula de inyeccién de 6 puertos. Cuando se desee,
la valvula multipuerto 104 se puede mover para establecer comunicacién fluida con el puerto de asiento de aguja. A
su vez, la muestra fluira desde el puerto de asiento de aguja a través de la valvula multipuerto 104 y hacia otro
componente aguas abajo del sistema 100 (el componente especifico dependera del ensayo que se esté realizando).
En algunos casos, la muestra fluira desde el puerto de asiento de aguja a través de la valvula multipuerto 104 y hacia
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el dispositivo analitico. En algunos casos, la muestra fluira desde el puerto de asiento de aguja a través de la valvula
multipuerto 104 y hacia la valvula multipuerto 108.

La valvula multipuerto 108 en este ejemplo toma la forma de una valvula de inyeccién de 6 puertos. La valvula
multipuerto 108 estd en comunicacién fluida selectiva con la valvula multipuerto 104, de modo que la muestra (y/o
el(los) tampdn(es) de la(s) fuente(s) de tampdn o el(los) reactivo(s) de cambio de la fuente(s) de reactivo de cambio)
puede fluir desde el puerto de asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104.

La valvula multipuerto 112 en este ejemplo es una valvula de 10 puertos y 4 posiciones, cuya posicion determina si la
valvula multipuerto 108 esta acoplada fluidamente a la primera columna o a la segunda columna (ambas estan aguas
abajo de la valvula multipuerto 108). Cuando la valvula multipuerto 112 esta en una primera posicién, la primera
columna esta acoplada fluidamente a la valvula multipuerto 108 (y a su vez a la valvula multipuerto 104) y la segunda
columna esta aislada fluidamente de la vélvula multipuerto 108, de modo que la primera columna pueda recibir la
muestra, el(los) tampoén(es), el(los) reactivo(s) de cambio, la(s) solucidn(es) vehiculo(s) o combinaciones de los
mismos. A la inversa, cuando la valvula multipuerto 112 esta en una segunda posicién diferente de la primera posicion,
la segunda columna esté acoplada fluidamente a la valvula multipuerto 108 (y a su vez a la valvula multipuerto 104) y
la primera columna esta acoplada fluidamente. aislado de la valvula multipuerto 108, de modo que la segunda columna
pueda recibir la muestra, el (los) tampon(es), el (los) reactivo(s}) de cambio y/o la(s) solucion(es) vehiculo(s). Se
contempla que la valvula multipuerto 112 de los sistemas y métodos descritos en el presente documento pueda
configurarse para realizar un ensayo analitico, tal como un ensayo basado en columna. En los sistemas y métodos
descritos en el presente documento, la primera columna puede comprender o consistir en una columna analitica. Por
ejemplo, la columna analitica puede ser una columna de un dispositivo de cromatografia como se describe en el
presente documento, o una columna de incubacién. La columna de incubacién puede configurarse para la digestién
de proteinas segun una MAM como se describe en el presente documento.

La primera columna en este ejemplo es una columna de captura configurada para capturar las moléculas de interés
de la muestra, separando asi sustancialmente las moléculas en la muestra de una matriz de la muestra (que a su vez
puede desecharse). En algunos casos, la columna de captura también puede servir para preconcentrar las moléculas.
(por ejemplo, agrupandolas en la columna de captura), aunque esta etapa no es necesaria. En los casos en los que
las moléculas son polipéptidos, la columna de captura toma la forma de una columna de unién a polipéptidos
seleccionada de un grupo que consiste en una columna de proteina A, una columna de proteina G, una columna de
proteina A/G, una columna de proteina L, una columna de aminoacidos, una columna de avidina, una columna de
estreptavidina, una columna de enlaces de carbohidratos, una columna de carbohidratos, una columna de glutatién,
una columna de heparina, una columna de interaccién hidréfoba, una columna de inmunoafinidad, una columna de
nucleétidos/coenzima, una columna de especialidad y una Columna de cromatografia de afinidad sobre metales
inmovilizados (IMAC). Por ejemplo, en el caso de polipéptidos que son IgG humanas de las subclases 1, 2 0 4, IgM,
IgA o IgE (y que comprenden una porcién Fc humana y/o una region Fab de la familia VH3 humana), las columnas de
proteina A son utiles. La proteina G se puede utilizar para purificar IgG humanas de las subclases 1-4. La proteina de
fusion recombinante A/G se puede usar también para purificar todas estas clases de anticuerpos humanos, ya que la
proteina de fusion proporciona sitios de unién a la proteina Ay a la proteina G. Por tanto, las proteinas de fusién de
proteina A/G pueden usarse para purificar 1gG, IgA, IgE e IgM humanas. Ademas, la proteina L se puede usar para
purificar 1gG, IgM, IgA, IgE e IgD humanas, siempre que los anticuerpos diana tengan una cadena ligera de subtipo
kappa (k) apropiada (es decir., subtipos VI, Ykl y VkIV); la proteina L se puede usar también para purificar fragmentos
Fab y scFv que también tienen el subtipo de cadena k apropiado, ya que la proteina L se une a la cadena variable (V)
de anticuerpos. Sin embargo, en los casos en los que las moléculas son moléculas pequefias, la columna de captura
puede tomar la forma de una columna de fase inversa, una columna de exclusién por tamafo, una columna de
intercambio i6nico, una columna de fase normal, una columna de separacién quiral, una columna de modo mixto, o
una columna de interaccion hidréfoba. Por ejemplo, en los casos en los que las moléculas son moléculas pequefias
como metabolitos, la columna de captura puede tomar la forma de una columna de cromatografia trimodal (o trifasica)
que incluye fase inversa, catidnica (intercambio catidnico) y aniénica (intercambio aniénico). Los analitos pueden eluir
mediante gradientes de pH, fuerza iénica y/o fuerza organica. El tampdn de elucién para el analisis de moléculas
pequefias (tales como metabolitos) puede comprender un tampén volatil acuoso bajo en sal. En algunos ejemplos, el
tampon volatil bajo en sal comprende ademas un disolvente organico. Los niveles de solvente organico pueden ser
més bajos que los niveles de solvente organico usados en HILIC. A modo de ejemplo, un disolvente de partida tipico
para HILIC tipico puede tener una concentracién organica de = 50 % (v/v).

Mientras tanto, la segunda columna en este ejemplo es una columna de desalacién equilibrada con un tampén (por
ejemplo, un tampdn de protedlisis), de modo que la segunda columna esta configurada para reducir la concentracion
de sal de las moléculas. Por tanto, cuando, por ejemplo, las moléculas son polipéptidos, la columna de desalacion
esta configurada para reducir la concentracion de sal de los polipéptidos (es decir, desalar los polipéptidos). La
segunda columna toma preferiblemente la forma de una columna de cromatografia de exclusién molecular, aunque en
su lugar se pueden usar otras columnas de cromatografia.

La aguja también es mévil para obtener solucién(es) tampén de una o mas fuentes de tampén y depositar la(s)

solucion(es) tampoén en el bucle de muestra. A su vez, la(s) solucién(es) tampén pueden fluir hacia la valvula
multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104 de una manera similar a la descrita anteriormente (en relacién
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con el flujo de la muestra). La(s) solucién(es) tampén pueden dirigirse posteriormente al componente apropiado en el
sistema 100. En un ejemplo, la solucién tampén puede ser una solucién tampon de elucién (por ejemplo, un tampén
volatil (por ejemplo, un tampén volatil bajo en sal, tal como agua + &cido férmico; agua y acetato de acetonitrilo +
amonio; o agua y bicarbonato de acetonitrilo + amonio)), en el caso de anticuerpos unidos a proteina A, un tampon
acido, o en el caso de anticuerpos unidos a proteina G, un tampén muy acido (pH 3 o menos) que finalmente se
suministra a la primera columna cuando la valvula multipuerto 112 esta en la primera posicién. A medida que la solucién
tampon de elucién fluye hacia y a través de la primera columna, la solucién tampén de elucion eluye sustancialmente
todas las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos) capturadas en la primera columna.

La aguja también es moévil para obtener reactivo(s) de cambio de una o mas fuentes de reactivos de cambio y depositar
los reactivo(s) de cambio en el bucle de muestra. A su vez, los reactivo(s) de cambio pueden fluir hacia la valvula
multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104 de una manera similar a la descrita anteriormente (en relacién
con el flujo de la muestra). Los reactivo(s) de cambio pueden dirigirse posteriormente al componente apropiado en el
sistema 100 para cambiar las moléculas de la manera deseada.

En términos generales, los reactivo(s) de cambio se seleccionan del grupo que consiste en un reactivo
desnaturalizante, un reactivo reductor, un reactivo alquilante, una solucién que contiene (por ejemplo, que consiste
en) glicosidasas (tales como glucanasa), un reactivo marcador de glicanos, un reactivo de extinciéon, una enzima y
combinaciones de los mismos.

Se puede utilizar un reactivo desnaturalizante para desnaturalizar las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos) en la
muestra. En ejemplos en los que los reactivo(s) de cambio es o incluye un reactivo desnaturalizante, el reactivo
desnaturalizante puede ser o incluir un detergente desnaturalizante o un caotropo. En aquellos ejemplos en los que el
reactivo desnaturalizante es o incluye un detergente desnaturalizante, el detergente desnaturalizante se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en dodecilsulfato de sodio (SDS), colato de sodio, desoxicolato de sodio,
glicocolato de sodio, taurocolato de sodio, taurodesoxicolato de sodio, N- lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio,
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y bromuro de trimetil(tetradecilyamonio (TTAB). Mas preferiblemente, el
detergente desnaturalizante es SDS. En aquellas versiones en las que el reactivo desnaturalizante es o incluye un
caotropo, el caotropo se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en urea, n-butanol, etanol, cloruro de
guanidinio, perclorato de litio, acetato de litio, cloruro de magnesio, fenol, 2-propanol, y tiourea. Alternativa o
adicionalmente, el reactivo desnaturalizante puede ser o incluir un fluido calentado que tiene una temperatura
adecuada para alcanzar, si no mantener, una temperatura predeterminada. (por ejemplo, aproximadamente 22 °C a
aproximadamente 120 °C).

Se puede utilizar un reactivo reductor para romper los enlaces cruzados de enlaces disulfuro, reduciendo asi las
moléculas (por ejemplo, los polipéptidos). El reactivo reductor se puede seleccionar del grupo que consiste en
ditiotreitol (DTT), glutatién, B-mercaptoetanol (B-ME) y tris(2-carboxietil}fosfina (TCEP). Aunque no se ilustra en el
presente documento, el reactivo reductor puede suministrarse mediante un recipiente de enfriamiento (por ejempilo,
un enfriador que tiene una temperatura de 4 °C). Mientras tanto, cuando se utiliza, un agente alquilante alquila
sulfhidrilos, alquilando asi las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos). El agente alquilante es preferiblemente un
reactivo alquilante tal como acido indol-3-acético (IAA), aunque se pueden usar otros agentes alquilantes.

Se puede utilizar una solucién que contenga glicosidasas para dirigir las glicosidasas a las moléculas e infundirlas con
las mismas (por ejemplo, los polipéptidos) capturados por la primera columna, que a su vez libera glicanos en las
moléculas capturadas (por efemplo, los polipéptidos) de las moléculas capturadas (por ejemplo, los polipéptidos) en
la solucién. Las glicosidasas en la solucién se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en glucanasas,
endoglicosidasas, glicosamidasas y O-glicanasas, y combinaciones de las mismas (por ejemplo, endoglicosidasas,
glicosamidasas y O-glicanasas, y combinaciones de las mismas). Cuando las glicosidasas son o incluyen
endoglicosidasas, las endoglicosidasas se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en endoglicosidasa D,
endoglicosidasa F (endoglicosidasa F1, endoglicosidasa F2 y endoglicosidasa F3 y combinaciones de las mismas),
endoglicosidasa H, endoglicosidasa S, endoglicosidasa M y endoglicosidasa B. Cuando las glicosidasas son o incluyen
glicosamidasas, las glicosamidasas se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en glicopeptidasas,
péptidos N-glicosidasas, PNGasas, N-glicohidrolasas y N-glicanasas. Cuando las glicosidasas son o incluyen
PNGasas, las PNGasas incluyen preferiblemente péptido:N-glicosidasa F (PNGF). Cuando las glicosidasas son o
incluyen O-glicanasas, las O-glicanasas son preferiblemente endo-GalNAc-asa D o endoGalNAc-asa A.

Cuando los glicanos se liberan en la solucién de esta manera, la aguja se puede mover alin mas para obtener una
solucion vehiculo (por ejemplo, agua desionizada (D)) de una o mas fuentes de soluciones vehiculos y depositar la
solucion vehiculo en el bucle de muestra. A su vez, la solucién vehiculo pueden fluir hacia la valvula multipuerto 108 a
través de la valvula multipuerto 104 de una manera similar a la descrita anteriormente (en relacién con el flujo de la
muestra). La solucién vehiculo puede, por ejemplo, suministrarse posteriormente a la primera columna y a través de
ella para transportar los glicanos liberados desde la primera columna.

A su vez, se puede utilizar un reactivo marcador de glicanos para marcar (por ejemplo, marca fluorescente) glicanos

que han sido liberados de las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos) y que se llevan lejos de la primera columna. El
reactivo marcador de glicanos toma preferiblemente la forma de, por ejemplo, un fluoréforo (por ejemplo, seleccionado
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del grupo que consiste en acido 2-aminobenzoico, sal disédica del acido 8-aminonaftaleno-1,3,6-trisulfénico, sal
trisédica del acido 8-aminonaftaleno-1,3,6-trisulfénico y antranilamida, 4-metoxibenzamidina) o un croméforo (por
efemplo, 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona o fenilhidrazina).

Se puede utilizar una enzima para digerir las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos). La enzima toma
preferiblemente la forma de una proteasa, celulasa, lipasa, amilasa, glucoamilasa, glucosa isomerasa, xilanasa, fitasa,
arabinanasa, poligalacturonanasa, hidrolasa, quimosina, ureasa, pectinasa o beta-glucanasa. Mientras tanto, se puede
utilizar un reactivo de extincién para detener una reaccion (por ejemplo, una reaccién enzimatica) alterando la
condicion de pH de la muestra. El reactivo de extincion toma preferiblemente la forma de &cido trifluoroacético (TFA),
aunque en su lugar se pueden utilizar otros reactivos de extincién.

La valvula multipuerto 116 en este ejemplo es una valvula de 10 puertos y 4 posiciones, cuya posicién determina si la
valvula multipuerto 108 esté acoplada fluidamente al primer serpentin de reaccién o al segundo serpentin de reaccién
(ambos estan aguas abajo de la vélvula multipuerto 108). Cuando la valvula multipuerto 116 estd en una primera
posicion, el primer serpentin de reaccién esta acoplado fluidamente a la valvula multipuerto 108 (y a su vez a la valvula
multipuerto 104) y el segundo serpentin de reaccion esta aislado fluidamente de la valvula multipuerto 108, de modo
que el primer serpentin de reaccién pueda recibir la muestra o porciones de la misma (por ejemplo, glicanos liberados
de los polipéptidos en la muestra), el(los) tampoén(es), el(los) reactivo(s) de cambio, la(s) solucion(es) vehiculo(s), o
combinaciones de los mismos. Por el contrario, cuando la valvula multipuerto 116 esta en una segunda posicién
diferente de la primera posicion, el segundo serpentin de reaccién esta acoplado fluidamente a la valvula multipuerto
108 (y a su vez a la véalvula multipuerto 104) y el primer serpentin de reaccién estd aislado fluidamente de la valvula
multipuerto 108, de modo que el segundo serpentin de reaccidon pueda recibir la muestra o porciones de la misma,
el(los) tampodn(es) y/o el(los) reactivo(s) de cambio.

Cada uno del primer y segundo serpentines de reaccion esta configurado para incubar las moléculas (por ejemplo, los
polipéptidos) y uno o mas de los agentes de cambio para cambiar las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos). El
primer o segundo serpentines de reaccion puede, por ejemplo, recibir un reactivo de extincién y los polipéptidos e
incubar el reactivo de extinciéon y los polipéptidos para facilitar la extincién de los polipéptidos. El primer o0 segundo
serpentines de reaccién puede, como otro ejemplo, recibir un reactivo desnaturalizante y los polipéptidos e incubar el
reactivo desnaturalizante y los polipéptidos para facilitar la desnaturalizacién de los polipéptidos. El primer o segundo
serpentines de reaccién puede, como otro ejemplo, recibir un reactivo reductor y los polipéptidos € incubar el reactivo
reductor y los polipéptidos para facilitar la reduccién de los polipéptidos. El primer o segundo serpentines de reaccion
puede, como otro ejemplo mas, recibir un reactivo alquilante y los polipéptidos e incubar el reactivo alquilante y los
polipéptidos para facilitar la alquilacion de los polipéptidos. El primer o segundo serpentines de reaccion puede, como
ejemplo adicional, recibir una mezcla que incluye glicanos liberados y un reactivo marcador de glicanos e incubar la
mezcla para facilitar el marcaje (por ejemplo, marcaje fluorescente) de los glicanos liberados.

Para facilitar la incubacién deseada, el sistema 100 puede incluir ademas un elemento de calentamiento colocado
inmediatamente adyacente o acoplado térmicamente de otro modo al primer y/o segundo serpentin de reaccién. El
elemento de calentamiento puede, por ejemplo, tomar la forma de un serpentin de calentamiento, un calentador de
induccién, una bomba de calor, un calentador de cartucho, un cable de resistencia eléctrica u otro elemento adecuado
para calentar una o mas porciones del primer o segundo serpentin de reaccién respectivo. Por lo tanto, cuando el
sistema 100 incluye un elemento de calentamiento acoplado térmicamente al primer serpentin de reaccion, el elemento
de calentamiento esta configurado para mantener el primer serpentin de reaccién a una primera temperatura de
incubacién predeterminada, que puede ser, por ejemplo, aproximadamente 30 °C. aproximadamente 40 °C,
aproximadamente 80 °C o alguna otra temperatura de incubacién, dependiendo de la aplicacién. De manera similar,
cuando el sistema 100 incluye un elemento de calentamiento acoplado térmicamente al segundo serpentin de
reaccion, el elemento de calentamiento esta configurado para mantener el segundo serpentin de reacciéon a una
segunda temperatura de incubacién predeterminada, que puede ser igual o diferente a la primera temperatura de
incubacién predeterminada.

El uno o mas viales receptores estan en este ejemplo por lo general dispuestos aguas abajo de todos los demas
componentes del sistema 100. Al igual que uno o0 mas viales de muestra, el uno 0 mas viales receptores toman por lo
general la forma de uno o mas viales de flujo continuo, aunque también se pueden usar otros viales (por ejemplo,
viales de flujo discontinuo continuo). El uno 0 mas viales receptores estan por lo general acoplados fluidamente a la
vélvula multipuerto 112 y/o a la valvula multipuerto 116. Por lo tanto, el uno o mas viales receptores estan por lo general
dispuestos para recibir una mezcla que incluye las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos) de una o mas de la primera
columna, la segunda columna, el primer serpentin de reaccién y el segundo serpentin de reaccion. En el ejemplo
ilustrado, el sistema 100 utiliza dos viales de flujo continuo, uno primero que esta acoplado fluidamente a la valvula
multipuerto 112 y un segundo que esta acoplado fluidamente a la valvula multipuerto 116. Por lo tanto, el primer vial
de flujo esta dispuesto para recibir una mezcla que incluye las moléculas de la primera columna o de la segunda
columna (dependiendo de qué columna se esté usando). La mezcla puede incluir, por ejemplo, la solucién tampén de
elucién y moléculas eluidas por la solucién tampén de elucién de la primera columna. Por otro lado, el segundo vial de
flujo esta dispuesto para recibir una mezcla que incluye las moléculas del primer serpentin de reaccién o del segundo
serpentin de reaccion (dependiendo de qué serpentin se esté usando). La mezcla puede incluir, por ejemplo, moléculas
que fueron desnaturalizadas y reducidas en el primer serpentin de reaccion.
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En algunos ejemplos, se apreciara que cada uno de los viales receptores puede tener una pluralidad de orificios que
estan dispuestos y dimensionados para evitar sustancialmente que las moléculas en la mezcla recibida pasen a través
de los mismos pero permiten que el resto de la mezcla pase a través de los mismos y fuera del vial receptor respectivo.
Por tanto, los orificios de cada uno de los viales receptores separan eficazmente las moléculas de la mezcla recibida
del resto de la mezcla. Las moléculas separadas pueden, a su vez, pasarse al dispositivo analitico (para el analisis de
las moléculas) o pueden pasarse a otros componentes del sistema 100 para su posterior preparaciéon. Mientras tanto,
el resto de la mezcla puede, a su vez, desecharse. Alternativa o adicionalmente, esta funcién de separacién se puede
realizar moviendo oportunamente una o mas de la vélvula multipuerto 104, la valvula multipuerto 108, la valvula
multipuerto 112 y la valvula multipuerto 116.

En algunos ejemplos, como el ilustrado en la Figura 1, el sistema 100 puede incluir también uno o mas viales
intermedios, cada uno de los que incluye un fluido configurado para diluir la concentracién de sal en la muestra. El
fluido puede, por ejemplo, tomar la forma de agua, un tampén (por ejemplo, un tampén bajo en sal), un disolvente
organico (por ejemplo, metanol, etanol, propanol, acetona) o una fase movil que sirve como diluyente. En cualquier
caso, cuando es necesario diluir la concentracion de sal en la muestra, la aguja se puede mover para (i) obtener la
muestra del componente apropiado en el sistema 100 y depositar la muestra en el vial intermedio respectivo para su
dilucién, o (ii) obtener el fluido del respectivo vial intermedio y depositar el fluido en el componente del sistema 100
que contiene la muestra.

La primera bomba 120 en este ejemplo toma la forma de una bomba binaria o cuaternaria que estd acoplada
fluidamente a la valvula multipuerto 104. La bomba binaria o cuaternaria esta por lo general dispuesta para ayudar a
mover materiales a través de la valvula multipuerto 104 y hacia otros componentes en el sistema 100. En este ejemplo,
la bomba esta dispuesta para impulsar muestras desde el puerto de asiento de aguja e impulsar las fases moviles a
la primera columna, la segunda columna u otro componente del sistema 100, segun se desee.

La segunda bomba 124 en este ejemplo toma la forma de una bomba cuaternaria que esta acoplada fluidamente a la
valvula multipuerto 108. La segunda bomba 124 esta por lo general dispuesta para ayudar a limpiar varios
componentes del sistema 100. En este ejemplo, la segunda bomba 124 esta dispuesta para conducir varias soluciones
(por ejemplo, tampones) a la primera y segunda columnas con el fin de limpiar y equilibrar estas columnas, y para
conducir varias soluciones al primer y segundo serpentines de reaccion para lavar los serpentines para evitar el
arrastre de una muestra a otra. Por ejemplo, la segunda bomba 124 puede configurarse para lavar el vial de flujo
continuo en su lugar, de modo que no es necesario retirar el vial de flujo para el lavado, simplificando asi el disefio del
sistema 100 y minimizando el nimero de piezas moviles en el sistema 100.

El dispositivo analitico esta por lo general configurado para analizar las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos)
después de que las moléculas (por ejemplo, los polipéptidos) han sido preparados por el sistema 100. El dispositivo
analitico puede estar realizado, por ejemplo, como un dispositivo de cromatografia liquida (por ejemplo, una columna
de cromatografia de intercambio i6nico, una columna de cromatografia de intercambio catiénico, una columna de
cromatografia de intercambio aniénico), un dispositivo de cromatografia liquida de alto rendimiento, un dispositivo de
cromatografia liquida de rendimiento ultra alto, un dispositivo de espectrometria de masas (por ejemplo, un
espectrometro de masas de masa precisa de alta resolucién (HRAM)), un dispositivo espectrofotométrico (por ejemplo,
un detector UV), un dispositivo de analisis de glicanos, otro tipo de dispositivo analitico, 0 una combinacién de los
mismos. Se contempla que un espectrémetro de masas HRAM puede ser (til para el analisis de moléculas pequefias
tales como metabolitos como se describe en el presente documento. También se apreciara que se pueden emplear
multiples dispositivos analiticos en el sistema 100.

Como se ilustra en la Figura 1, el sistema 100 incluye también un controlador, que en este ejemplo esta acoplado o
conectado comunicativamente a varios componentes del sistema 100 para monitorear y facilitar o dirigir el
funcionamiento anteriormente descrito del sistema 100 mediante la transmision de sefiales (por ejemplo, sefiales de
control, datos) hacia y recepcion de sefiales (por ejemplo, datos) de los diversos componentes del sistema 100. El
controlador puede ubicarse inmediatamente adyacente a los otros componentes del sistema 100 (por ejemplo, en el
mismo entorno que el sistema 100) o puede ubicarse de forma remota desde los otros componentes del sistema 100.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "acoplado comunicativamente” y "conectado” se definen en
el sentido de acoplado directamente o conectado a, o indirectamente acoplado o conectado a través de uno o mas
componentes intermedios. Dichos componentes intermedios pueden incluir componentes basados en hardware y/o
software. Se aprecia que el controlador puede acoplarse o conectarse comunicativamente a varios componentes del
sistema 100 a través de una o mas redes inalambricas, una o mas redes cableadas, una 0 mas combinaciones de una
red cableada e inalambrica (por ejemplo, una red de telefonia celular y/o una red compatible con 802.11x), y puede
incluir una red de acceso publico, como Internet, una red privada o una combinacién de las mismas. El tipo y la
configuracion de las redes dependen de la implementacién, y se puede utilizar cualquier tipo de red de comunicaciones
que facilite las comunicaciones descritas entre el controlador y los componentes del sistema 100, disponibles ahora o
desarrolladas mas adelante.
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Como se muestra en la Figura 2, el controlador incluye un procesador 352, una memoria 356, una interfaz de
comunicaciones 360 y una légica informatica 364. El procesador 352 puede ser un procesador general, un procesador
de sefales digitales, ASIC, una matriz de puertas programables en campo, una unidad de procesamiento de graficos,
un circuito analégico, un circuito digital o cualquier otro procesador conocido o desarrollado posteriormente. El
procesador 352 funciona segun instrucciones en la memoria 356. La memoria 356 puede ser una memoria volatil o
una memoria no volatil. La memoria 356 puede incluir una o més de una memoria de sélo lectura (ROM), una memoria
de acceso aleatorio (RAM), una memoria flash, una memoria de sélo lectura de programa borrable electronicamente
(EEPROM) u otro tipo de memoria. La memoria 356 puede incluir un dispositivo de almacenamiento de datos optico,
magnético (disco duro) o cualquier otra forma.

La interfaz de comunicaciones 360 se proporciona para permitir o facilitar la comunicacién electrénica entre el
controlador y los componentes del sistema 100 a través de una o mas redes utilizadas. La interfaz de comunicaciones
360 puede ser o incluir, por ejemplo, uno 0 mas puertos de bus serie universal (USB), uno o0 mas puertos Ethernet y/o
uno o mas puertos o interfaces diferentes. La comunicacién electronica puede realizarse a través de cualquier
protocolo de comunicaciones conocido, incluyendo, a modo de ejemplo, USB, RS-232, RS-485, WiFi, Bluetooth y/o
cualquier otro protocolo de comunicaciones adecuado.

La logica 364 incluye por lo general una o més rutinas de control y/o una o mas subrutinas incorporadas como
instrucciones legibles por ordenador almacenadas en la memoria 356. Las rutinas y/o subrutinas de control pueden
realizar control PID (proporcional-integral-derivativo), légica difusa, no lineal o cualquier otro tipo de control adecuado.
El procesador 352 ejecuta por lo general la légica 364 para realizar acciones relacionadas con el funcionamiento del
sistema 100.

En términos generales, la légica 364, cuando se ejecuta, hace que el procesador 352 controle los componentes del
sistema 100, particularmente las valvulas multipuerto 104, 108, 112, 116, la aguja, las bombas 120, 124 y el (los)
elemento(s) de calentamiento(s), de modo que el sistema 100 funcione de la manera deseada descrita en el presente
documento. Como ejemplo, la légica 364 puede, cuando se ejecuta, hacer que el procesador 352 mueva la valvula
multipuerto 112 y/o la vélvula multipuerto 116 hacia o entre cualquiera de las posiciones descritas en el presente
documento, acoplando asi fluidamente varios componentes de la sistema 100 como se describe anteriormente.

En otras versiones, la l6gica 364 puede, cuando la ejecuta el procesador 352, hacer que se realice una funcionalidad
adicional, menor y/o diferente. Ademas, en otras versiones, la logica 364 puede ser ejecutada por el procesador 352
en un orden diferente al descrito en el presente documento. Finalmente, se aprecia que la légica 364 puede ser
ejecutada por el procesador 352 cualquier nimero de veces diferentes, ya que el sistema 100 puede usarse para
realizar andlisis en tiempo real de multiples muestras (del mismo producto y/o de un producto diferente).

La Figura 3 ilustra un ejemplo de un método 300 para realizar automaticamente (o sustancialmente automaticamente)
un primer ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 100. En este ejemplo, el ensayo es una medicién
del titulo de produccién y el método 300 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente) la
aguja para obtener una muestra de uno de los viales de muestra y depositar la muestra en el bucle de muestra, (2)
empujar la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del puerto de
asiento de aguja al dispositivo analitico, que en este ejemplo toma la forma de un detector espectrofotométrico, a
través de la valvula multipuerto 104, y (4) determinar el titulo/concentracion de la muestra usando el dispositivo
analitico.

La Figura 4 ilustra otro ejemplo de un método 400 para realizar automaticamente (o sustancialmente automaticamente)
un segundo ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 100. En este ejemplo, el ensayo es una
evaluacién de agregacién y el método 400 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente) la
aguja para obtener una muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle de
muestra, (2) empujar la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del
puerto de asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de
la vélvula multipuerto 108 a la primera columna a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la primera posicion),
(5) capturar las moléculas en la muestra en la primera columna, separando asi las moléculas en la muestra de una
matriz de la muestra, que fluye fuera de la primera columna y se desecha a través de un segundo vial (uno de los
viales receptores) acoplado fluidamente al mismo, (6) mover una solucién tampén de elucién de una fuente de tampén
a la primera columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas multipuerto 104, 108, y 112,
eluyendo asi las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover una mezcla de elucién/molécula que incluye
la solucién tampén de elucién y las moléculas eluidas a un segundo vial (uno de los viales receptores), lo que separa
las moléculas en la mezcla de un resto de la mezcla, (8) mover las moléculas del segundo vial al dispositivo analitico
a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y la valvula multipuerto 104, y (9) cuantificar el nivel de agregacion
en las moléculas usando el dispositivo analitico.

La Figura 5 ilustra otro ejemplo de un método 500 para realizar automaticamente (o sustancialmente automaticamente)
un tercer ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 100. En este ejemplo, el ensayo es un perfil de
variante de carga y el método 500 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente) la aguja
para obtener una muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle de
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muestra, (2) empujar la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del
puerto de asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de
la valvula multipuerto 108 a la primera columna a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la primera posicién},
(5) capturar las moléculas en la muestra en la primera columna, separando asi las moléculas en la muestra de una
matriz de la muestra, que fluye fuera de la primera columna y se desecha a través de un segundo vial (uno de los
viales receptores) acoplado fluidamente al mismo, (6) mover una solucion tampén de elucién de una fuente de tampén
a la primera columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas multipuerto 104, 108, y 112,
eluyendo asi las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover una mezcla de elucién/molécula que incluye
la solucién tampén de elucién y las moléculas eluidas a un segundo vial (uno de los viales receptores), lo que separa
las moléculas en la mezcla de un resto de la mezcla, formando asi una muestra purificada por afinidad en el segundo
vial, (8) mover las moléculas del segundo vial a un tercer vial (uno de los viales intermedios) para diluir la muestra
purificada por afinidad, (9) mover el muestra purificada por afinidad del tercer vial de regreso a la valvula multipuerto
108 a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y la valvula multipuerto 104, (10) mover la muestra purificada
por afinidad de la vélvula multipuerto 108 a la segunda columna a través de la valvula multipuerto 112 (que se ha
movido de la primera posicion a la segunda posicion), (11) aplicar la muestra purificada por afinidad a la segunda
columna, reduciendo asi ain mas la concentracién de sal de la muestra, (12) mover la muestra purificada por afinidad
diluida adicionalmente de la segunda columna de regreso al segundo vial, (13) mover la muestra purificada por afinidad
del segundo vial al dispositivo analitico a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y la valvula multipuerto 104,
y (14) realizar una evaluacién de variante de carga usando el dispositivo analitico (que en este ejemplo toma la forma
de una columna de intercambio i6nico).

La Figura 6 ilustra otro ejemplo de un método 600 para realizar automaticamente (o sustancialmente automaticamente)
un cuarto ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 100. En este ejemplo, el ensayo es un ensayo de
perfil de glicosilacion y el método 600 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente) la aguja
para obtener una muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle de
muestra, (2) empujar la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del
puerto de asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de
la valvula multipuerto 108 a la primera columna a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la primera posicién},
(5) capturar las moléculas en la muestra en la primera columna, separando asi las moléculas en la muestra de una
matriz de la muestra, que fluye fuera de la primera columna y se desecha a través de un segundo vial (uno de los
viales receptores) acoplado fluidamente al mismo, (6) mover una solucién que contiene glicosidasas (en este ejemplo
PNGasa-F) de una fuente a la primera columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas
multipuertos 104, 108 y 112, liberando asi glicanos de las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover los
glicanos liberados a un segundo vial (uno de los viales receptores), (8) mover un reactivo marcador de glicanos (en
este ejemplo 2-AA) de una fuente al segundo vial a través de la aguja, (9) mezclar el reactivo marcador de glicanos y
los glicanos liberados en el segundo vial, (10) mover la mezcla de los glicanos liberados y el reactivo marcador de
glicanos al segundo serpentin de reaccién (serpentin B) a través de la aguja, las valvulas multipuerto 104, 108 y la
valvula multipuerto 112 (que esta en la cuarta posicién), (11) incubar la mezcla en el segundo serpentin de reaccién,
marcando asi de manera fluorescente los glicanos, (12) mover la mezcla del segundo serpentin de reaccion a un tercer
vial (otro de los viales receptores), lo que separa los glicanos marcados en la mezcla del resto de la mezcla, (13)
mover los glicanos marcados del tercer vial al dispositivo analitico a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja
y la valvula multipuerto 104, y (14) realizar la separacion cromatografica en fase normal y la cuantificacion usando el
dispositivo analitico.

La Figura 7 ilustra otro ejemplo de un método 700 para realizar automaticamente (o sustancialmente automaticamente)
un quinto ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 100. En este ejemplo, el ensayo es un ensayo
MAM y el método 700 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente) la aguja para obtener
una muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle de muestra, (2) empujar
la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del puerto de asiento de
aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de la valvula multipuerto
108 a la primera columna a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la primera posicién), (5) capturar las
moléculas en la muestra en la primera columna, separando asi las moléculas en la muestra de una matriz de la
muestra, que fluye fuera de la primera columna y se desecha a través de un segundo vial (uno de los viales receptores)
acoplado fluidamente al mismo, (6) mover una solucién tampén de elucién de una fuente de tampén a la primera
columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas multipuerto 104, 108, y 112, eluyendo asi
las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover una mezcla de elucién/molécula que incluye la solucién
tampon de elucion y las moléculas eluidas a un segundo vial (uno de los viales receptores), lo que separa las moléculas
en la mezcla de un resto de la mezcla, formando asi una muestra purificada por afinidad en el segundo vial, (8) mover,
a través de la aguja, la muestra purificada por afinidad del segundo vial a un tercer vial (uno de los viales intermedios)
para diluir la muestra purificada por afinidad muestra, (9) mover la muestra diluida purificada por afinidad del tercer
vial de regreso al segundo vial mediante la aguja, (10) mover un reactivo desnaturalizante y un reactivo reductor al
segundo vial mediante la aguja, (11} mover la muestra purificada por afinidad muestra, el reactivo desnaturalizante y
el reactivo reductor del segundo vial al primer serpentin de reaccién (serpentin A} a través de la aguja, las valvulas
multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que esta en la tercera posicion), (12) incubar la mezcla en el primer
serpentin de reaccion, desnaturalizando y reduciendo asi las moléculas, (13) mover las moléculas desnaturalizadas y
reducidas del primer serpentin de reaccién a un cuarto vial (otro de los viales receptores) acoplado fluidamente al
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primer serpentin de reaccién, (14) mover un reactivo alquilante al cuarto vial a través de la aguja, (15) mover las
moléculas desnaturalizadas y reducidas y el reactivo alquilante del cuarto vial al primer serpentin de reaccién
(serpentin A) a través de la aguja, las valvulas multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que esté en la tercera
posicién), (16) incubar las moléculas desnaturalizadas y reducidas y el reactivo alquilante en el primer serpentin de
reaccién, alquilando asi las moléculas desnaturalizadas y reducidas, (17) mover las moléculas desnaturalizadas,
reducidas y alquiladas del primer serpentin de reaccién al cuarto vial, (18) mover las moléculas desnaturalizadas,
reducidas y alquiladas del cuarto vial a la segunda columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja, las
véalvulas multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que se ha movido de la primera posicién a la segunda
posicion), (19) aplicar las moléculas desnaturalizadas, reducidas y alquiladas a la segunda columna, reduciendo asi
la concentracion de sal de las moléculas, (20) mover las moléculas desaladas de la segunda columna de regreso al
segundo vial, (21) mover una enzima al segundo vial a través de la aguja (ya sea antes de la etapa (20) o después de
la etapa (20), (22) mover las moléculas desaladas y la enzima del segundo vial al segundo serpentin de reaccién
(serpentin B} a través de la aguja, las vélvulas multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que se ha movido a
la cuarta posicién), (23) incubar las moléculas desaladas y la enzima en el segundo serpentin de reaccién, digiriendo
asi las moléculas, (24) mover las moléculas digeridas del segundo serpentin de reaccién de regreso al cuarto vial, (25)
mover las moléculas digeridas del cuarto vial al dispositivo analitico a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja
y la valvula multipuerto 104, y (26) analizar las moléculas digeridas usando el dispositivo analitico.

La Figura 8 ilustra parcialmente otro ejemplo de un método 800 para realizar automaticamente (o sustancialmente
automaticamente) un sexto ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 100. En este ejemplo, el ensayo
es un ensayo de producto sintético y el método 800 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover
automaticamente) la aguja para obtener una muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la
muestra en el bucle de muestra, (2) empujar la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3)
mover la muestra del puerto de asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104,
(4) mover la muestra de la valvula multipuerto 108 a la primera columna a través de la valvula multipuerto 112 (que
esta en la primera posicién), (5) capturar las moléculas en la muestra en la primera columna, separando asi las
moléculas en la muestra de una matriz de la muestra, que fluye fuera de la primera columna y se desecha a través de
un segundo vial (uno de los viales receptores) acoplado fluidamente al mismo, (6) mover una solucién tampén de
elucién de una fuente de tampdn a la primera columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas
multipuerto 104, 108, y 112, eluyendo asi las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover una mezcla de
elucién/molécula que incluye la solucion tampdn de elucién y las moléculas eluidas a un segundo vial (uno de los
viales receptores), o que separa las moléculas en la mezcla de un resto de la mezcla, formando asi una muestra
purificada por afinidad en el segundo vial, (8) mover un reactivo de extincién al segundo vial mediante la aguja, (9)
mover la muestra purificada por afinidad y el reactivo de extincion del segundo vial al primer serpentin de reaccién
(serpentin A) a través de la aguja, las valvulas multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que esta en la tercera
posicion}, (10} incubar la muestra purificada por afinidad y el reactivo de extincion en el primer serpentin de reaccion,
inactivando asi las moléculas, (11) mover las moléculas inactivas del primer serpentin de reaccién a un tercer vial (otro
de los viales receptores) acoplado fluidamente al primer serpentin de reaccién, (12) mover las moléculas inactivas del
tercer vial al dispositivo analitico a través de |a aguja, el puerto de asiento de aguja y la valvula multipuerto 104, y (13)
analizar las moléculas inactivas usando el dispositivo analitico.

La Figura 9 ilustra otro ejemplo de un método 900 para realizar automaticamente (o sustancialmente automaticamente)
un séptimo ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 100. En este ejemplo, el ensayo es un analisis
de metabolitos y el método 900 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente) la aguja para
obtener (por ejemplo, automaticamente) una muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la
muestra en el bucle de muestra, (2) empujar la muestra del bucle de muestra en el puerto de asiento de aguja, (3)
mover la muestra del puerto de asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la vélvula multipuerto 104,
(4) mover la muestra de la valvula multipuerto 108 a la primera columna (que en este ejemplo toma la forma de una
columna de cromatografia trimodal) a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la primera posicién), (5) capturar
las moléculas de la muestra en la primera columna, separando asi las moléculas de la muestra de una matriz de la
muestra, que fluye fuera de la primera columna y se desecha a través de un segundo vial (uno de los viales receptores)
acoplado fluidamente al mismo, (6) mover tanto una solucién tampén de elucién como (por ejemplo, una solucién
tampon volatil baja en sal) de una fuente de tampén y un disolvente organico de uno de los viales intermedios a la
primera columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las vélvulas multipuerto 104, 108 y 112, eluyendo
y diluyendo asi las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover una mezcla de elucién/molécula que
incluye la solucién tampén de elucién, el disolvente organico y las moléculas eluidas a un segundo vial (uno de los
viales receptores), lo que separa las moléculas en la mezcla de un resto de la mezcla, (8) mover las moléculas del
segundo vial al dispositivo analitico (que en este ejemplo toma la forma de un dispositivo de espectrometria de masas
tal como un espectrometro de masas HRAM) a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y la valvula multipuerto
104, y (9) analizar los metabolitos en las moléculas usando el dispositivo analitico. Se apreciara que debido a que la
primera columna en este ejemplo es una columna de cromatografia trimodal, el método 900 facilita ventajosamente el
andlisis de metabolitos sin utilizar marcaje diferencial o reactivos de pares i6nicos. También se apreciara que el método
900 se puede usar para analizar mas de doscientos metabolitos diferentes, incluidos, por ejemplo, aminoacidos (y
aminoacidos muy hidréfilos como los isbmeros de leucina), vitaminas, azlcares de nucleétidos, analogos de
nucleésidos, cetoacidos, carbohidratos, aminoalcoholes, nucleétidos, poliaminas y fosfolipidos.
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La Figura 10 ilustra un diagrama esquematico de otro ejemplo de un sistema 1000 ensamblado segun las ensefianzas
de la presente descripcion. El sistema 1000 ilustrado en la Figura 10 es similar al sistema 100 en que el sistema 1000
incluye también por lo general uno o mas viales de muestra, una aguja, un bucle de muestra, un dispositivo dosificador,
un puerto de asiento de aguja, una primera columna, una segunda columna, una o mas fuentes de tampén, una o mas
fuentes de reactivos de cambio, una o més fuentes de solucién(es) vehiculo(s), un serpentin de reaccién, un elemento
de calentamiento acoplado térmicamente al serpentin de reaccién, uno o mas viales receptores (por ejemplo, uno o
mas viales de flujo continuo), asi como las cuatro valvulas multipuerto 104, 108, 112, 116, el controlador, el dispositivo
analitico, la primera bomba 120 y la segunda bomba 124 empleadas en el sistema 100 de la Figura 1, y un conducto
(por ejemplo, un conducto de acero inoxidable) que se extiende entre cada uno de los componentes del sistema 1000
para facilitar la comunicacién fluida entre los componentes del sistema 1000 cuando se desee. Sin embargo, el sistema
1000 ilustrado en la Figura 10 es diferente del sistema 100 ilustrado en la Figura 1 en dos aspectos principales. En
primer lugar, a diferencia del sistema 100, el sistema 1000 no incluye una segundo serpentin de reaccién. En segundo
lugar, algunos de los componentes descritos anteriormente estan dispuestos de forma diferente en el sistema 1000
que en el sistema 100. Como ejemplo, en el sistema 1000, el dispositivo analitico, la primera bomba 120 y la segunda
bomba 124 estan acoplados fluidamente a puertos de la valvula multipuerto 108 en lugar de a los puertos de la valvula
multipuerto 104 (como estan en el sistema 100). Como otro ejemplo, en el sistema 1000, el serpentin de reaccion (y
el elemento de calentamiento acoplado térmicamente al mismo) estan acoplados (y entre) fluidamente a los puertos
de la valvula multipuerto 112 en lugar de a los puertos de la valvula multipuerto 116 (como estan en el sistema 100).
Por lo tanto, en el sistema 1000, es la posicién de la valvula multipuerto 112 (y no la posicion de la valvula multipuerto
116) la que determina si la valvula multipuerto 108 esta acoplada fluidamente al serpentin de reaccién (y la elemento
de calentamiento).

A pesar de estas diferencias, el sistema 1000 es, como el sistema 100, un sistema cerrado para preparar automatica
0 sustancialmente automaticamente una muestra de un producto que contiene moléculas para analisis y realizar
automaticamente un ensayo de esa muestra. Al automatizar (o sustancialmente automatizar) este proceso usando el
sistema 1000, el ensayo se puede realizar en tiempo real (0 sustancialmente en tiempo real) y en la planta de
fabricacion (cuando se usa en la instalacién de fabricacion}, de modo que todo el proceso se puede realizar y obtener
el resultado deseado en cuestidon de horas (por ejemplo, 2 a 3 horas), una mejora significativa con respecto a los pocos
dias que normalmente conllevan los procesos operados manualmente, conocidos convencionalmente. Ademas, la
naturaleza cerrada del proceso que utiliza el sistema 1000 mantiene condiciones estériles. Aln mas, al igual que el
sistema 100, el sistema 1000 es un sistema flexible que puede usarse para preparar cualquier nimero de muestras
(iguales o diferentes) para diferentes analisis y puede realizar automaticamente varios ensayos diferentes en estas
muestras, obviando asi la necesidad de muiiltiples sistemas diferentes para preparar diferentes muestras para
diferentes analisis.

La Figura 11 ilustra un ejemplo de un método 1100 para realizar automaticamente (o sustancialmente
automaticamente) un primer ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 1000. En este ejemplo, el
ensayo es una medicién del titulo de produccién y el método 1100 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo,
mover automaticamente) la aguja para obtener una muestra de uno de los viales de muestra y depositar la muestra
en el bucle de muestra, (2) empujar la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la
muestra del puerto de asiento de aguja al dispositivo analitico, que en este ejemplo toma la forma de un dispositivo de
cromatografia liquida, a través de la valvula multipuerto 104 y la valvula multipuerto 108, y (4) determinar el
titulo/concentracién de la muestra usando el dispositivo analitico.

La Figura 12 ilustra otro ejemplo de un método 1200 para realizar automaticamente (o sustancialmente
automaticamente} un segundo ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 1000. En este ejemplo, el
ensayo es un ensayo de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) y el método 1200 incluye por lo general: (1)
mover (por ejemplo, mover automaticamente) la aguja para obtener una muestra que comprende moléculas de un
primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle de muestra, (2) empujar la muestra del
bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del puerto de asiento de aguja a la valvula
multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de la valvula multipuerto 108 a la primera
columna a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la segunda posicién), (5) capturar las moléculas en la
muestra en la primera columna, separando asi las moléculas en la muestra de una matriz de la muestra, que fluye
fuera de la primera columna y se desecha acoplado fluidamente al mismo, (6) mover una solucién tampén de elucién
de una fuente de tampén a la primera columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas
multipuerto 104, 108, y 112, eluyendo asi las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover una mezcla de
elucién/molécula que incluye la solucion tampdn de elucién y las moléculas eluidas a un segundo vial (uno de los
viales receptores), lo que separa las moléculas en la mezcla de un resto de la mezcla, (8) mover las moléculas del
segundo vial al dispositivo analitico a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas multipuerto 104,
108 y (9) cuantificar el nivel de agregacion en las moléculas usando el dispositivo analitico.

La Figura 13 ilustra otro ejemplo de un método 1300 para realizar automaticamente (o sustancialmente
automaticamente) un tercer ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 1000. En este ejemplo, el ensayo
es un ensayo de cromatografia de intercambio i6nico (IEX) y el método 1300 incluye por lo general: (1) mover (por
ejemplo, mover automaticamente) la aguja para obtener una muestra (cuya muestra comprende moléculas) de un
primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle de muestra, (2) empujar la muestra del
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bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del puerto de asiento de aguja a la valvula
multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de la valvula multipuerto 108 a la primera
columna a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la segunda posicién), (5) capturar las moléculas en la
muestra en la primera columna, separando asi las moléculas en la muestra de una matriz de la muestra, que fluye
fuera de la primera columna y se desecha acoplado fluidamente al mismo, (6) mover una solucién tampén de elucién
de una fuente de tampo6n a la primera columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas
multipuerto 104, 108, y 112, eluyendo asi las moléculas capturadas por la primera columna, (7) mover una mezcla de
elucién/molécula que incluye la solucion tampdn de elucién y las moléculas eluidas a un segundo vial (uno de los
viales receptores), lo que separa las moléculas en la mezcla de un resto de la mezcla, formando asi una muestra
purificada por afinidad en el segundo vial, (8) mover las moléculas del segundo vial a un tercer vial (uno de los viales
intermedios) para diluir la muestra purificada por afinidad, (9) mover el muestra purificada por afinidad del tercer vial
de regreso a la valvula multipuerto 108 a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y la valvula multipuerto 104,
(10) mover la muestra purificada por afinidad de la valvula multipuerto 108 a la segunda columna a través de la valvula
multipuerto 112 (que se ha movido a la tercera posicién), (11) aplicar la muestra purificada por afinidad a la segunda
columna, reduciendo asi aun mas la concentracion de sal de la muestra, (12) mover la muestra purificada por afinidad
desalada adicionalmente de la segunda columna de regreso al segundo vial, (13} mover la muestra purificada por
afinidad del segundo vial al dispositivo analitico a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas
multipuerto 104, 108 y (14) realizar una evaluacion de variante de carga usando el dispositivo analitico (que en este
ejemplo toma la forma de una columna de intercambio i6nico).

La Figura 14 ilustra otro ejemplo de un método 1400 para realizar automaticamente (o sustancialmente
automaticamente) un cuarto ensayo en tiempo real de una muestra usando el sistema 1000. En este ejemplo, el
ensayo es un ensayo MAM y el método 1400 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente)
la aguja para obtener una muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle
de muestra, (2) empujar la muestra del bucle de muestra hacia el puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del
puerto de asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de
la valvula multipuerto 108 a la primera columna a través de la valvula multipuerto 112 (que esta en la segunda posicion),
(5) capturar las moléculas en la muestra en la primera columna, separando asi las moléculas en la muestra de una
matriz de la muestra, que fluye fuera de la primera columna y se desecha acoplado fluidamente al mismo, (6) mover
una solucién tampdn de elucién de una fuente de tampén a la primera columna a través de la aguja, el puerto de
asiento de aguja y las valvulas multipuerto 104, 108, y 112, eluyendo asi las moléculas capturadas por la primera
columna, (7) mover una mezcla de elucién/molécula que incluye la solucion tampén de elucién y las moléculas eluidas
a un segundo vial (uno de los viales receptores), lo que separa las moléculas en la mezcla de un resto de la mezcla,
formando asi una muestra purificada por afinidad en el segundo vial, (8) mover, a través de la aguja, la muestra
purificada por afinidad del segundo vial a un tercer vial (uno de los viales intermedios) para diluir la muestra purificada
por afinidad muestra, (9) mover la muestra diluida purificada por afinidad del tercer vial de regreso al segundo vial
mediante la aguja, (10) mover un reactivo desnaturalizante y un reactivo reductor al segundo vial mediante la aguja,
(11) mover la muestra purificada por afinidad muestra, el reactivo desnaturalizante y el reactivo reductor del segundo
vial al serpentin de reaccion a través de la aguja, las valvulas multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que
esta en la cuarta posicion), (12) incubar la mezcla en el serpentin de reaccién, desnaturalizando y reduciendo asi las
moléculas, (13) mover las moléculas desnaturalizadas y reducidas del serpentin de reaccién a un cuarto vial (otro de
los viales receptores) acoplado fluidamente al serpentin de reaccién, (14} mover un reactivo alquilante al cuarto vial a
través de la aguja, (15) mover las moléculas desnaturalizadas y reducidas y el reactivo alquilante del cuarto vial al
serpentin de reaccién a través de la aguja, las valvulas multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que esté en
la cuarta posicién), (16) incubar las moléculas desnaturalizadas y reducidas y el reactivo alquilante en el serpentin de
reaccién, alquilando asi las moléculas desnaturalizadas y reducidas, (17) mover las moléculas desnaturalizadas,
reducidas y alquiladas del serpentin de reaccién al cuarto vial, (18) mover las moléculas desnaturalizadas, reducidas
y alquiladas del cuarto vial a la segunda columna a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja, las valvulas
multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que se ha movido a la tercera posicién), (19) aplicar las moléculas
desnaturalizadas, reducidas y alquiladas a la segunda columna, reduciendo asi la concentracion de sal de las
moléculas, (20) mover las moléculas desaladas de la segunda columna de regreso al segundo vial, (21) mover una
enzima al segundo vial a través de la aguja (ya sea antes de la etapa (20) o después de la etapa (20), (22) mover las
moléculas desaladas y la enzima del segundo vial al serpentin de reaccién a través de la aguja, las valvulas multipuerto
104, 108 y la valvula multipuerto 112 (que se ha movido a la cuarta posicién), (23) incubar las moléculas desaladas y
la enzima en el serpentin de reaccién, digiriendo asi las moléculas, (24) mover las moléculas digeridas del serpentin
de reaccién de regreso al cuarto vial, (25) mover las moléculas digeridas del cuarto vial al dispositivo analitico a través
de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las valvulas multipuerto 104, 108 y (26) analizar las moléculas digeridas
usando el dispositivo analitico.

La Figura 15 ilustra parcialmente otro ejemplo de un método 1500 para realizar automaticamente un quinto ensayo en
tiempo real de una muestra usando el sistema 1000. En este ejemplo, el ensayo es un ensayo no cromatografico y el
método 1500 incluye por lo general: (1) mover (por ejemplo, mover automaticamente) la aguja para obtener una
muestra de un primer vial (uno de los viales de muestra) y depositar la muestra en el bucle de muestra, (2} empujar la
muestra del bucle de muestra hacia el interior del puerto de asiento de aguja, (3) mover la muestra del puerto de
asiento de aguja a la valvula multipuerto 108 a través de la valvula multipuerto 104, (4) mover la muestra de la valvula
multipuerto 108 a un segundo vial (uno de los viales receptores) a través de las valvulas multipuerto 108, 112, (5)
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mover un reactivo de extincién al segundo vial a través de la aguja, (6) mover la muestra y el reactivo de extincién del
segundo vial al serpentin de reaccién a través de la aguja, las valvulas multipuerto 104, 108 y la valvula multipuerto
112 (que esta en la cuarta posicién), (7) incubar la muestra y el reactivo de extincién en el serpentin de reaccién,
inactivando asi las moléculas en la muestra, (8) mover las moléculas inactivas del serpentin de reaccioén de regreso al
segundo vial o a un tercer vial (otro de los viales receptores) acoplado fluidamente al serpentin de reaccién, (9) mover
las moléculas inactivas del tercer vial al dispositivo analitico a través de la aguja, el puerto de asiento de aguja y las
vélvulas multipuerto 104, 108 y (10) analizar las moléculas inactivas usando el dispositivo analitico.

Las Figuras 16 y 17 ilustran un ejemplo de un vial de flujo continuo 1600 que se puede emplear en el sistema 100 o el
sistema 1000 para permitir el flujo continuo a través del sistema 100 o del sistema 1000. Como se ilustra, el vial de
flujo continuo 1600 en este ejemplo incluye por lo general una base 1604, un reborde 1606 acoplado a la base 1604
y un canalén 1608 que esta acoplado y se extiende hacia fuera tanto de la base 1604 como del reborde 1606. En este
ejemplo, la base 1604 esté definida por una primera porcién sustancialmente cilindrica 1612 y una segunda porcién
sustancialmente rectangular 1616 acoplada a la primera porcién sustancialmente cilindrica 1612. La primera porcién
sustancialmente cilindrica 1612 se extiende por lo general desde un primer extremo 1620 hasta un segundo extremo
1624 opuesto al primer extremo 1620 a lo largo de un primer eje 1628. La primera porcion sustancialmente cilindrica
1612 tiene un orificio sustancialmente cilindrico 1632 formado en ella entre el primer extremo 1620 y el segundo
extremo 1624. La segunda porcion sustancialmente rectangular 1616 se extiende hacia fuera desde la primera porcién
sustancialmente cilindrica 1612 a lo largo de un segundo eje 1636 que es perpendicular al primer gje 1628. Sin
embargo, en otros ejemplos, los componentes del vial de flujo continuo pueden tener formas diferentes. Por ejemplo,
el canalén 1608 puede tener una forma cilindrica u otra forma no rectangular. Como otro ejemplo, la base 1604 puede
tener una forma cilindrica o sustancialmente cilindrica definida solo por la porcién sustancialmente cilindrica 1612.

En este ejemplo, el reborde 1606 es un reborde sustancialmente cilindrico que esta formado integralmente y se
extiende hacia fuera desde la primera porcién sustancialmente cilindrica 1612 (particularmente el primer extremo 1620
de la misma) a lo largo del primer eje 1628. Dispuesto de esta manera, el reborde 1606 conecta fluidamente el orificio
sustancialmente cilindrico 1632 al canalén 1608. En otros ejemplos, sin embargo, el reborde 1606 puede tener una
forma diferente, puede acoplarse de manera fija 0 separable a la primera porcién sustancialmente cilindrica 1612 (u
otra porcién), y/o puede extenderse hacia fuera desde la primera porcién sustancialmente cilindrica 1612 a lo largo un
eje que forma un angulo con respecto al primer eje 1628. En otros ejemplos mas, el vial de flujo continuo 1600 puede
no incluir el reborde 1606 en absoluto, en cuyo caso el canalén 1608 estd directamente conectado fluidamente al
orificio sustancialmente cilindrico 1632.

En este ejemplo, el canalon 1608 esta definido por una base sustancialmente rectangular 1640 y un bajante 1644 que
esta acoplado a la base rectangular 1640. La base sustancialmente rectangular 1640 del canalén 1608 se extiende
hacia fuera desde la segunda porcién sustancialmente rectangular 1616 de la base 1604 y desde el reborde 1606 a lo
largo de un tercer eje 1648 que es perpendicular tanto al primer eje 1628 como al segundo eje 1636 y esta inclinado
con respecto a la horizontal (véase Figura 17). La base sustancialmente rectangular 1640 define un canal
sustancialmente rectangular 1652 que conecta fluidamente el reborde 1606 (y a su vez el orificio sustancialmente
cilindrico 1632) al bajante 1644. El bajante 1644 en este ejemplo es cilindrico y se extiende hacia fuera (hacia abajo
en la Figura 16) desde la base rectangular 1640 a lo largo de un cuarto eje 1652 que es paralelo al primer eje 1628 y
perpendicular al segundo eje 1636 y al tercer eje 1648. En otros ejemplos, el canalén 1608 puede tener una base 1640
de forma diferente (por ejemplo, la base 1640 puede tener una forma cilindrica) y/o el bajante 1644 puede tener una
forma diferente. En otros ejemplos, el canalén 1608 no necesita incluir el bajante 1644.

El vial de flujo continuo 1600 incluye también un puerto de entrada 1660 y un puerto de salida 1664. El puerto de
entrada 1660 esté por lo general dispuesto en la base 1604 del vial de flujo para recibir el fluido entrante desde el
sistema de muestreo automatizado, la valvula multipuerto 112, la valvula multipuerto 116 u otros componentes del
sistema 100 o del sistema 1000, segin se desee. Como se ilustra en las Figuras 16 y 17, el puerto de entrada 1660
en este ejemplo se formo en la segunda porcién sustancialmente rectangular 1616 y se extiende a lo largo de un quinto
eje 1668 que esta inclinado con respecto al alcance del primer eje 1628, el segundo eje 1636, el tercer eje 1648, y el
cuarto eje 1652. El quinto eje 1668 puede, por ejemplo, orientarse en un angulo de aproximadamente 45 grados con
respecto al primer eje 1628. Mientras tanto, el puerto de salida 1664 esta dispuesto por lo general en el canalén 1608
del vial de flujo continuo para dirigir el fluido que ha fluido hacia la base 1604 a través del puerto de entrada 1660 y ha
fluido a través del orificio sustancialmente cilindrico 1632 y el canal 1652 del canalén 1608 fuera del vial de flujo
continuo 1600. En este ejemplo, el puerto de salida 1664 esta formado en el bajante 1644, aunque en otros ejemplos
(por ejemplo, cuando el vial de flujo continuo 1600 no incluye el bajante 1644), el puerto de salida 1664 puede formarse
en una parte diferente del canalén 1608.

Si bien no se ilustra en el presente documento, se apreciara que se puede usar un conducto (no mostrado) para
conectar fluidamente el componente deseado del sistema 100 (por ejemplo, el sistema de muestreo automatizado) o
el sistema 1000 al puerto de entrada 1660. El fluido, a su vez, fluird desde ese componente deseado del sistema hacia
el vial de flujo continuo 1600 a través del puerto de entrada 1660. A medida que el fluido fluye a través del vial de flujo
continuo 1600, el reborde 1606 ayuda a evitar la tensién superficial. En algunos ejemplos, también se puede usar un
conducto (no mostrado) para conectar fluidamente el puerto de salida 1664 al destino deseado para el fluido dentro
del sistema 100 o el sistema 1000. Como ejemplo, se puede usar un conducto para conectar fluidamente el puerto de
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salida 1664 al dispositivo analitico del sistema 100 o el sistema 1000. En otros ejemplos, no se puede usar un conducto
para conectar fluidamente el puerto de salida 1664 al destino deseado. Por ejemplo, la aguja del sistema 100 o del
sistema 1000 puede recuperar el fluido directamente del vial de flujo continuo 1600 y depositar el fluido en el
componente deseado del sistema 100 (por ejemplo, el bucle de muestra) o el sistema 1000. Como otro ejemplo (por
ejemplo, cuando es necesario limpiar el vial de flujo continuo 1600}, el vial de flujo continuo 1600 se puede colocar de
modo que el bajante 1644 se coloque directamente sobre los desechos, de modo que el fluido que fluye a través del
canalén 1608 se dirija a los desechos. En cualquier caso, el vial de flujo continuo 1600 esta configurado para facilitar
el flujo continuo a su través, lo que, por ejemplo, evita la necesidad de cambiar periédicamente los viales de muestra
(particularmente cuando se analizan diferentes muestras).

Las Figuras 18 y 19 ilustran un portaviales 1800 que puede emplearse en el sistema 100 o el sistema 1000 para
contener una pluralidad de viales de flujo 1600. En este ejemplo, el portaviales 1800 esta configurado para colocarse
dentro o acoplarse de otro modo al sistema de muestreo automatico. Sin embargo, en otros ejemplos, el portaviales
1800 se puede acoplar a otro componente del sistema 100 o del sistema 1000. En cualquier caso, el portaviales 1800
ilustrado en las Figuras 18 y 19 incluye una brida de montaje 1804 y una pluralidad de receptaculos de vial 1808
acoplados a la brida de montaje 1804. Como se ilustra en la Figura 19, la brida de montaje 1804 se puede acoplar a
una porcion del sistema de muestreo automatico para acoplar el portaviales 1800 (y los viales de flujo continuo 1600
transportados por el portaviales 1800) al sistema de muestreo automatico. Mientras tanto, cada uno de la pluralidad
de receptaculos de viales 1808 esta dimensionado para recibir uno de los viales de flujo 1600. Mas particularmente,
como se ilustra en la Figura 19, cada uno de la pluralidad de receptaculos de viales 1808 esta dimensionado para
recibir la base 1604 respectiva de uno de los viales de flujo continuo 1600. A su vez, el canal respectivo 1608 de ese
vial de flujo continuo 1600 se extiende hacia fuera, alejandose del portaviales 1600.

Polipéptidos terapéuticos

Las proteinas, incluidas aquellas que se unen a uno o mas de los siguientes, pueden ser Utiles en los sistemas y
métodos descritos. Estas incluyen proteinas CD, incluyendo CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD22, CD30 y CD34;
incluyendo las que interfieren con la unién al receptor. Proteinas de la familia de receptores HER, que incluyen, HER2,
HERS3, HER4 y el receptor de EGF. Moléculas de adhesién celular, por ejemplo, LFA-I, Mol, pl50, 95, VLA-4, ICAM-I,
VCAM e integrina alfa v/beta 3. Factores de crecimiento, tales como factor de crecimiento del endotelio vascular
("VEGF")}, hormona del crecimiento, hormona estimulante del tiroides, hormona foliculoestimulante, hormona
luteinizante, factor liberador de la hormona del crecimiento, hormona paratiroidea, hormona antimuleriana, proteina
inflamatoria de macréfagos humanos (MIP-1-alfa), eritropoyetina (EPO), factor de crecimiento nervioso, tal como NGF-
beta, factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), factores de crecimiento de fibroblastos, incluyendo, por
ejemplo, aFGF y bFGF, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento transformante (TGF),
incluyendo, entre otros, TGF-a y TGF-B, incluyendo TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-p4, o TGF-B5, factores de
crecimiento similares a insulina-1 y -l (IGF-1y IGF-II), des(I-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), y factores osteoinductores. Las
insulinas y proteinas relacionadas con la insulina, incluyendo la insulina, cadena A de insulina, cadena B de insulina,
proinsulina y proteinas de unién al factor de crecimiento similar a insulina. Proteinas de coagulacion y relacionadas
con la coagulacion, tales como, entre otros, factor VIII, factor tisular, factor de von Willebrand, proteina C, alfa-1-
antitripsina, activadores del plasminégeno, tales como urocinasa y activador tisular del plasminégeno ("t-PA"),
bombesina, trombina y trombopoyetina; (vii) otras proteinas sanguineas y séricas, incluyendo, aunque sin limitacion,
albumina, IgE y antigenos de grupos sanguineos. Factores estimulantes de colonias y receptores de los mismos,
incluyendo los siguientes, entre otros, M-CSF, GM-CSF y G-CSF, y receptores de los mismos, tales como el receptor
de CSF-1 (c-fms). Receptores y proteinas asociadas a receptor, incluyendo, por ejemplo, receptor flk2/flt3, receptor
de obesidad (OB), receptor de LDL, receptores de la hormona del crecimiento, receptores de trombopoyetina ("TPO-
R", "c-mpl"}, receptores de glucagoén, receptores de interleucina, receptores de interferén, receptores de linfocitos T,
receptores del factor de células madre, tales como c-Kit, y otros receptores. Ligandos de receptor, incluyendo, por
ejemplo, OX40L, el ligando para el receptor OX40. Factores neurotroficos, incluyendo factor neurotréfico derivado de
hueso (BDNF) y neurotrofina-3, -4, -5 o -6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6). Cadena A de relaxina, cadena B de relaxina y
prorelaxina; interferones y receptores de interferén, que incluyen, por ejemplo, interferdn-alfa, - B y -y, y sus receptores.
Interleucinas y receptores de interleucinas, incluyendo IL-1 a IL-33 y receptores de IL-1 a IL-33, tal como el receptor
de IL-8, entre otros. Antigenos viricos, incluyendo un antigeno virico de la envoltura del virus del SIDA. Lipoproteinas,
calcitonina, glucagén, factor natriurético auricular, tensioactivo pulmonar, factor de necrosis tumoral-alfa y -beta,
encefalinasa, RANTES (regulado después de la activacién de linfocitos T normales, expresados y secretados), péptido
asociado a gonadotropina de ratén, DNasa, inhibina y activina. Integrina, proteina A o D, factores reumatoides,
inmunotoxinas, proteina morfogenética 6sea (BMP), superoxido dismutasa, proteinas de la membrana superficial,
factor acelerador de descomposicién (DAF), envoltura del virus del SIDA, proteinas de transporte, receptores de
migracion dirigida, adresinas, proteinas reguladoras, inmunoadhesinas, anticuerpos. Miostatinas, proteinas TALL, que
incluyen TALL-1, proteinas amiloides, que incluyen, pero no se limitan a, proteinas de amiloide-beta, linfopoyetinas del
estroma timico ("TSLP"), ligando RANK ("OPGL"), c-kit, receptores de TNF, que incluyen receptor de TNF tipo 1,
TRAIL-R2, angiopoyetinas, y fragmentos biolégicamente activos o andlogos o variantes de cualquiera de los
anteriores.

Polipéptidos y anticuerpos ilustrativos incluyen Activase® (Alteplase); alirocumab, Aranesp® (Darbepoetina-alfa),
Epogen® (Epoetina alfa, o eritropoyetina); Avonex® (Interferén B-la); Bexxar® (Tositumomab); Betaseron® (Interferon-
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B); bococizumab (anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 denominado L1L3, véase el documento US8080243); Campath®
(Alemtuzumab); Dynepo® (Epoetina delta); Velcade® (bortezomib); MLNO002 (mAb anti-a4p7); MLN1202 (mAb
antirreceptor de quimiocina CCR2); Enbrel® (etanorcept); Eprex® (Epoetina alfa); Erbitux® (Cetuximab); evolocumab;
Genotropin® (Somatropina); Herceptin® (Trastuzumab); Humatrope® (somatropina [origen de ADNI] para inyeccion);
Humira® (Adalimumab); Infergen® (Interferon Alfacon-1); Natrecor® (nesiritide); Kineret® (Anakinra), Leuking®
(Sargamostim); LymphoCide® (Epratuzumab); BenlystaTM (Belimumab); Metalyse® (Tenecteplasa); Mircera® (metoxi
polietilenglicol-epoetina beta); Mylotarg® (Gemtuzumab ozogamicina); Raptiva® (efalizumab); Cimzia® (certolizumab
pegol); SolirisTM (Eculizumab); Pexelizumab (Anticomplemento C5); MEDI-524 (Numax®); Lucentis® (Ranibizumab);
Edrecolomab (Panorex®); Trabio® (lerdelimumab); TheraCim hR3 (Nimotuzumab); Omnitarg (Pertuzumab, 2C4);
Osidem® (IDM-1); OvaRex® (B43.13); Nuvion® (visilizumab); Cantuzumab mertansina (huC242-DMI); NeoRecormon®
(Epoetina beta); Neumega® (Oprelvekin); Neulasta® (filgastrim pegilado, G-CSF pegilado, hu-Met-G-CSF pegilado);
Neupogen® (Filgrastim); Orthoclone OKT3® (Muromonab-CD3), Procrit® (Epoetina alfa); Remicade® (Infliximab),
Reopro® (Abciximab), Actemra® (mAb antirreceptor de IL6), Avastin® (Bevacizumab), HuMax-CD4 (zanolimumab),
Rituxan® (Rituximab); Tarceva® (Erlotinib); Roferon-A®-(Interferén alfa-2a); Simulect® (Basiliximab); StelaraTM
(Ustekinumab); Prexige® (lumiracoxib); Synagis® (Palivizumab); 146B7-CHO (anticuerpo anti-IL15, véase el
documento US7153507), Tysabri® (Natalizumab); Valortim® (MDX-1303, mAb antiantigeno protector de B. antracis);
ABthraxTM; Vectibix® (Panitumumab); Xolair® (Omalizumab), ETI211 (mAb anti-MRSA), IL-I Trap (la parte Fc de IgG1
humana y los dominios extracelulares de ambos componentes del receptor de IL-1 (el receptor de tipo | y la proteina
accesoria del receptor)), VEGF Trap (dominios de Ig de VEGFR1 fusionados a Fc de IgG1), Zenapax® (Daclizumab);
Zenapax® (Daclizumab), Zevalin® (Ibritumomab tiuxetan), Zetia (ezetimibe), Atacicept (TACI-lg), mAb anti-a4p7
(vedolizumab); galiximab (anticuerpo monoclonal anti-CD80), mAb anti-CD23 (lumiliximab); BR2-Fc (proteina de fusién
de huBR3/huFc, antagonista de BAFF soluble); SimponiTM (Golimumab); Mapatumumab (mAb humano antirreceptor-
1 de TRAIL); Ocrelizumab (mAb anti-CD20 humana); HuMax-EGFR (zalutumumab); M200 (Volociximab, mAb
antiintegrina a51); MDX-010 (Ipilimumab, mAb anti-CTLA-4 y VEGFR-1 (IMC-18F1); mAb anti-BR3; mAb antitoxin A
y toxin B C de C. difficile MDX-066 (CDA-1) y MDX-1388); conjugados de dsFv anti-CD22 - PE38 (CAT-3888 y CAT-
8015); mAb anti-CD25 (HuMax-TAC); anticuerpos anti-TSLP; anticuerpo antirreceptor de TSLP (documento
US8101182); anticuerpo anti-TSLP denominado A5 (documento US7982016); (mAb anti-CD3 (NI-0401);
Adecatumumab (MT201, mAb anti-EpCAM-CD326); MDX-060, SGN-30, SGN-35 (mAb anti-CD30); MDX-1333 (anti-
IFNAR); HuMax CD38 (mAb anti-CD38); mAb anti-CD40L; mAb anti-Cripto; anti-CTGF fibrindgeno de fase | de fibrosis
pulmonar idiopatica (FG-3019); mAb anti-CTLA4; mAb anti-eotaxinl (CAT-213); mAb anti-FGF8; mAb anti-gangliésido
GD2; anticuerpos antiesclerostina (véase el documento US8715663 o US7592429) anticuerpo antiesclerostina
denominado Ab-5 (documento US8715663 o US7592429); mAb antigangliésido GM2; mAb anti-GDF-8 humano (MYO-
029); mAb antirreceptor de GM-CSF (CAM-3001); mAb anti-HepC (HuMax HepC); MEDI-545, MDX-1103 (mAb anti-
IFNa); mAb anti-IGFIR; mAb anti-IGF-IR (HuMax-Inflam); mAb anti-IL12/IL23p40 (Briakinumab); mAb anti-IL-23p19
(LY2525623); mAb anti-IL13 (CAT-354); mAb anti-IL-17 (AIN457); mAb anti-IL2Ra (HuMax-TAC); mAb antirreceptor
de IL5; mAb antirreceptores de integrina (MDX-MDX-0OI8, CNTO 95); mAb anti-IPIO colitis ulcerosa (MDX-1100);
anticuerpo anti-LLY; BMS-66513; mAb antirreceptor de manosa/hCGB (MDX-1307); conjugado de dsFv
antimesotelina-PE38 (CAT-5001); mAb anti-PDI (MDX-1 106 (ONO-4538)); anticuerpo anti-PDGFRa (IMC-3G3); mAb
anti-TGFB (GC-1008); mAb antirreceptor-2 de TRAIL humano (HGS-ETR2); mAb anti-TWEAK; mAb anti-VEGFR/FIt-
1; mAb anti-ZP3 (HuMax-ZP3); anticuerpo NVS n.° 1; anticuerpo NVS n.° 2; y un anticuerpo monoclonal amiloide-beta
que comprende secuencias, SEQ ID N.28 y SEQ ID N.? 6 (Documento US7906625).

Ejemplos de anticuerpos adecuados para los métodos y formulaciones farmacéuticas incluyen los anticuerpos que se
muestran en la Tabla 1. Otros ejemplos de anticuerpos adecuados incluyen infliximab, bevacizumab, cetuximab,
ranibizumab, palivizumab, abagovomab, abciximab, actoxumab, adalimumab, afelimomab, afutuzumab, alacizumab,
alacizumab pegol, ald518, alemtuzumab, alirocumab, altumomab, amatuximab, anatumomab mafenatox,
anrukinzumab, apolizumab, arcitumomab, aselizumab, altinumab, atlizumab, atorolimiumab, tocilizumab,
bapineuzumab, basiliximab, bavituximab, bectumomab, belimumab, benralizumab, bertilimumab, besilesomab,
bevacizumab, bezlotoxumab, biciromab, bivatuzumab, mertansina, blinatumomab, blosozumab, brentuximab vedotin,
briakinumab, brodalumab, canakinumab, cantuzumab mertansina, cantuzumab mertansina, caplacizumab, capromab
pendetide, carlumab, catumaxomab, cc49, cedelizumab, certolizumab pegol, cetuximab, citatuzumab bogatox,
cixutumumab, clazakizumab, clenoliximab, clivatuzumab tetraxetan, conatumumab, crenezumab, c¢r6261,
dacetuzumab, daclizumab, dalotuzumab, daratumumab, demcizumab, denosumab, detumomab, dorlimomab aritox,
drozitumab, duligotumab, dupilumab, ecromeximab, eculizumab, edobacomab, edrecolomab, efalizumab, efungumab,
elotuzumab, elsilimomab, enavatuzumab, enlimomab pegol, enokizumab, enoticumab, ensituximab, epitumomab
cituxetan, epratuzumab, erenumab, erlizumab, ertumaxomab, etaracizumab, etrolizumab, evolocumab, exbivirumab,
fanolesomab, faralimomab, farletuzumab, fasinumab, fbta05, felvizumab, fezakinumab, ficlatuzumab, figitumumab,
flanvotumab, fontolizumab, foralumab, foravirumab, fresolimumab, fulranumab, futuximab, galiximab, ganitumab,
gantenerumab, gavilimomab, gemtuzumab ozogamicina, gevokizumab, girentuximab, glembatumumab vedotin,
golimumab, gomiliximab, gs6624, ibalizumab, ibritumomab tiuxetan, icrucumab, igovomab, imciromab, imgatuzumab,
inclacumab, indatuximab ravtansina, infliximab, intetumumab, inolimomab, inotuzumab ozogamicina, ipilimumab,
iratumumab, itolizumab, ixekizumab, keliximab, labetuzumab, lebrikizumab, lemalesomab, lerdelimumab,
lexatumumab, libivirumab, ligelizumab, lintuzumab, lirilumab, lorvotuzumab mertansine, lucatumumab, lumiliximab,
mapatumumab, maslimomab, mavrilimumab, matuzumab, mepolizumab, metelimumab, milatuzumab, minretumomab,
mitumomab, mogamulizumab, morolimumab, motavizumab, moxetumomab pasudotox, muromonab-cd3, nacolomab
tafenatox, namilumab, naptumomab estafenatox, narnatumab, natalizumab, nebacumab, necitumumab, nerelimomab,
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nesvacumab, nimotuzumab, nivolumab, nofetumomab merpentan, ocaratuzumab, ocrelizumab, odulimomab,
ofatumumab, olaratumab, olokizumab, omalizumab, onartuzumab, oportuzumab monatox, oregovomab, orticumab,
otelixizumab, oxelumab, ozanezumab, ozoralizumab, pagibaximab, palivizumab, panitumumab, panobacumab,
parsatuzumab, pascolizumab, pateclizumab, patritumab, pemtumomab, perakizumab, pertuzumab, pexelizumab,
pidilizumab, pintumomab, placulumab, ponezumab, priliximab, pritumumab, PRO 140, quilizumab, racotumomab,
radretumab, rafivirumab, ramucirumab, ranibizumab, raxibacumab, regavirumab, reslizumab, rilotumumab, rituximab,
robatumumab, roledumab, romosozumab, rontalizumab, rovelizumab, ruplizumab, samalizumab, sarilumab,
satumomab pendetide, secukinumab, sevirumab, sibrotuzumab, sifalimumab, siltuximab, simtuzumab, siplizumab,
sirukumab, solanezumab, solitomab, sonepcizumab, sontuzumab, stamulumab, sulesomab, suvizumab, tabalumab,
tacatuzumab tetraxetan, tadocizumab, talizumab, tanezumab, tapliiumomab paptox, tefibazumab, telimomab aritox,
tenatumomab, tefibazumab, teneliximab, teplizumab, teprotumumab, tezepelumab, TGN1412, tremelimumab,
ticilimumab, tildrakizumab, tigatuzumab, TNX-650, tocilizumab, toralizumab, tositumomab, tralokinumab, trastuzumab,
TRBS07, tregalizumab, tucotuzumab celmoleucina, tuvirumab, ublituximab, urelumab, urtoxazumab, ustekinumab,
vapaliximab, vatelizumab, vedolizumab, veltuzumab, vepalimomab, vesencumab, visilizumab, volociximab,
vorsetuzumab mafodotin, votumumab, zalutumumab, zanolimumab, zatuximab, ziralimumab, zolimomab aritox.

Los anticuerpos también incluyen adalimumab, bevacizumab, blinatumomab, cetuximab, conatumumab, denosumab,
eculizumab, erenumab, evolocumab, infliximab, natalizumab, panitumumab, rilotumumab, rituximab, romosozumab,
tezepelumab y trastuzumab, y anticuerpos seleccionados de la tabla 1.

‘Diana (nombre | Conc.  Viscosidad : Tipo de HC(incluyendo ‘Tipo de :pl .LCSEQID HCSEQID
.informal) ‘(mg/ml)  (cP) ialotipos) ‘LC R B iN.2
‘antiamiloide 1422 5,0 H1gG1 (f) (REEM) {Kappa §9,o 1 2

\GMCSF (247) 1397 156 1gG2 \Kappa 8,73 4

'CGRPR 1136,6 6,3 [gG2 ‘Lambda 8,65 6

'RANKL 1527 66 1gG2 ‘Kappa 8,617 8
‘Esclerostina 11450 6,7 {gG2 ‘Kappa 6,6i9 ‘

(27H6 | = ;

‘Miostatina | : Kappa ! 5

§B7RP1 11375 7,7 [gG2 ‘Kappa §7,7§15 ;16
 Amiloide 1140,6 8,2 1gG1 (za) (K;DL) ‘Kappa 8,717 18
\GMCSF (3,112)  156,0 8,2 [1gG2 Kappa 18,8119 20
(CGRP (32H7) 1595 83 1gG2 Kappa 8,7 21 22
\CGRP (3B6.2)  161,1 8,4 [1gG2 \Lambda 8,6 {23 24
[PCSK9 (8A3.1)  150,0 9,1 1gG2 Kappa 16,725 26
[PCSK9 (492) 1150,0 9,2 [1gG2 Kappa 16,9:27 28
\CGRP 155,2 9.6 1gG2 Lambda 8,829 30
‘Hepcidina 147,1 19,9 [1gG2 Lambda ;7,3 |31 32
TNFR (p55) 157,0 10,0 1gG2 Kappa 8,233 34
.ox40L 1445 110,0 fgG2 Kappa 8,735 36
HGF 155,8 106 1gG2 Kappa 8,137 38
.GMCSF 162,5 11,0 [1gG2 Kappa 18,1139 40
Glucagén R 1460 12,1 19G2 Kappa 8,4 41 2
\GMCSF (4,381) 1445 12,1 fgG2 Kappa 8,443 44
Esclerostina 1550 12,1 1gG2 Kappa 7,845 46
(13F3)

CD-22 143,7 122 119G (f) (REEM) Kappa 8,8 47 48
[INFgR 154,2 12,2 {gG1 (za) (K;DL) Kappa 8,8 49 50
Ang2 11515 124 1gG2 Kappa 7,4 51 52
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T e P L
informal) (mg/ml)  :(cP) ;alotipos)

TRAILR2 158,3 125 H1gG1 (f) (RiEM)

15,2

19G1 (za) (K;DL)

i1gG2

‘lgG2

IgGZ ............................................
T
lgG2
HgG2
iIgG1 (2) (KEM)
1gG2
HlgG2
1gG2
{lgG2

R R

a4p7 [lgG2 16,5

Lambda
Kappa '

‘GIPR (2G10.006)
?Activina
Esclerostina (2B8)

‘Esclerostina

ic-fms

* Una concentracién de ejemplo adecuada para su administracion al paciente; “cadena pesada del anticuerpo HC;
icadena ligera del anticuerpo LC.

Basandose en la descripcion anterior, se debe apreciar que los dispositivos, sistemas y métodos descritos en el
presente documento facilitan la preparacion automatica (o sustancialmente automatica) de una muestra de un producto
que contiene moléculas para analisis y la modalidad automatica (o sustancialmente automatica) de un ensayo de esa
muestra. Como se usa en el presente documento, "automatico” tiene su significado ordinario y habitual como lo
entenderia un experto en la materia en vista de esta descripcién. Se refiere a realizar un proceso sin intervencién
humana durante el proceso. Un proceso automatico puede ser realizado por una o mas maquinas. Como se usa en el
presente documento, "sustancialmente automatico” tiene su significado ordinario y habitual como lo entenderia un
experto en la materia en vista de esta descripcién. Se refiere a realizar un proceso en el que se realizan mas etapas
activas sin intervencién humana que con intervencién humana. Si la informacién numérica adicional es de interés, un
proceso en el que al menos el 51 %, 60 %, 70 %, 80 % 0 90 % de las etapas del proceso se realizan sin intervencion
humana puede considerarse "sustancialmente automatico". Por ejemplo, un proceso que se ejecuta durante un dia e
implica entre 0,5 y 1 hora de "tiempo de personal" durante el dia puede considerarse sustancialmente automatico.
Como se usa en el presente documento, "continuo" tiene su significado ordinario y habitual como lo entenderia un
experto en la materia en vista de esta descripcion. Se refiere a realizar al menos dos ciclos de un proceso sin
interrupcion. Los al menos dos ciclos pueden ser en serie (por ejemplo, realizados uno después del otro), o pueden
superponerse. Por tanto, la preparacion y el analisis se pueden realizar sustancialmente en tiempo real. En otras
palabras, todo el proceso se puede realizar mucho mas rapidamente de lo que permiten actualmente los procesos
convencionales.

Ademas, el solicitante ha descubierto que los ensayos realizados utilizando los sistemas y métodos descritos en el
presente documento producen resultados que son comparables a los resultados obtenidos mediante ensayos
realizados utilizando técnicas convencionales, validando asi la eficacia de los sistemas y los métodos descritos en el
presente documento. En particular, el solicitante realizé tres ensayos diferentes: un ensayo de cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC), un ensayo de cromatografia de intercambio cationico (CEX) y un ensayo de electroforesis
capilar reducida (rCE), con cada una de 9 moléculas diferentes: moléculas mAb1, mAb2, mAb3, BiTE1, BITE2, Bi-
especifica 1, Fusion, Bi-especifica 2 y xmAb - usando tanto los sistemas como los métodos descritos en el presente
documento y una técnica convencional. Si bien existen varias técnicas convencionales para la purificacién por afinidad
de muestras (por ejemplo, PhyNexus PhyTips, placas GE PreDictor, muestreador automatico Hamilton Leap y Tecan-
Atoll}, en este ejemplo se usé la purificacion Tecan-Atoll como técnica convencional. Se cree que es representativo de
las técnicas convencionales. Como se ilustra en la Figura 20, el solicitante ha descubierto que los resultados de 25 de
los 27 ensayos diferentes eran comparables a los resultados de los mismos 27 ensayos realizados utilizando la técnica
convencional, como lo demuestran las 25 marcas de verificacion diferentes. Los dos ensayos restantes no se pudieron
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comparar porque los resultados de la técnica convencional no estaban disponibles. Como se usa en el presente
documento, "comparable" tiene su significado ordinario y habitual como lo entenderia un experto en la materia en vista
de esta descripcion. Por ejemplo, se ha observado en el presente documento que los maximos principales producidos
por los diferentes ensayos realizados mediante los sistemas y métodos descritos estaban dentro del 5% de los
maximos principales producidos por los diferentes ensayos realizados usando la técnica convencional, lo que se
entenderia que produce resultados "comparables" con la técnica convencional.

Las Figuras 21 y 22 ilustran graficamente algunos de los resultados que respaldan las conclusiones del Solicitante. En
particular, las Figuras 21 y 22 ilustran graficamente los resultados del ensayo rCE realizado con la molécula Bi-
especifica 1 usando los sistemas y métodos descritos en el presente documento y usando la técnica convencional,
respectivamente. Como se ilustra, el ensayo de rCE realizado con la molécula Bi-especifica 1 usando los sistemas y
métodos descritos en el presente documento produjo un valor A maximo igual a 15,450 y un valor B maximo igual a
19,658, mientras que el ensayo de rCE realizado con la molécula Bi-especifica 1 usando la técnica convencional
produjo un valor A maximo igual a 15,183 y un valor B maximo igual a 19,458.
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REIVINDICACIONES
1. Un método que comprende las etapas de:

(a) mover automaticamente una muestra que comprende moléculas de un primer vial a un bucle de muestra;

(b) mover un volumen de la muestra del bucle de muestra a una primera valvula multipuerto (104);

(c} mover el volumen de la muestra de la primera valvula multipuerto a una segunda valvula multipuerto (112) acoplada
fluidamente y dispuesta aguas abajo de la primera valvula multipuerto;

(d) cuando la segunda valvula multipuerto esta en una primera posicién, mover el volumen de la muestra de la segunda
valvula multipuerto a una columna de captura;

(e) capturar las moléculas de la muestra en la columna de captura, separando asi las moléculas de la muestra de una
matriz de la muestra;

(f) mover una solucién tampdn de elucién de una fuente de tampoén a la columna de captura, eluyendo asi las moléculas
capturadas por la columna de captura y mover una mezcla de elucién/molécula que comprende la solucién tampén de
elucién y las moléculas eluidas a un segundo vial dispuesto aguas abajo de la columna de captura, comprendiendo el
segundo vial un vial de flujo continuo (1600); y

(g) mover automaticamente las moléculas en el segundo vial a un dispositivo analitico para el analisis de las moléculas.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas, después de (f) y antes de (g), diluir las moléculas eluidas
en el segundo vial para reducir la concentracién de sal de las moléculas; y/o
después de (f) y antes de (g):

mover la segunda valvula multipuerto a una segunda posicidn diferente de la primera posicion; y

cuando la segunda valvula multipuerto esta en la segunda posicién, mover las moléculas eluidas a una columna de
desalacién a través de la primera valvula multipuerto y la segunda valvula multipuerto, y aplicar las moléculas eluidas
a la columna de desalacion, reduciendo asi la concentracién de sal.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas, después de (f) y antes de

(9),

afiadir un reactivo de extincién a las moléculas eluidas en el segundo vial,
mover el reactivo de extincién y las moléculas eluidas desde el segundo vial a un serpentin de reaccién;
incubar las moléculas eluidas con el reactivo de extincion en el serpentin de reaccién, inactivando asi las moléculas;

y
mover las moléculas inactivas desde el serpentin de reaccién al segundo vial.

4. El método de la reivindicacién 1, en donde (g} comprende:

afiadir un reactivo desnaturalizante y un reactivo reductor al segundo vial,

mover las moléculas eluidas, el reactivo desnaturalizante y el reactivo reductor desde el segundo vial a un primer
serpentin de reaccién a través de la primera valvula multipuerto;

incubar las moléculas eluidas con el reactivo desnaturalizante y el reactivo reductor en el serpentin de reaccion, lo que
da como resultado moléculas desnaturalizadas y reducidas;

mover las moléculas desnaturalizadas y reducidas a un tercer vial, comprendiendo también el tercer vial un vial de
flujo continuo; y

mover las moléculas desnaturalizadas y reducidas en el tercer vial al dispositivo analitico;

comprendiendo ademés el método, antes de mover las moléculas desnaturalizadas y reducidas en el tercer vial al
dispositivo analitico:

afladir un reactivo alquilante al tercer vial;

mover las moléculas desnaturalizadas y reducidas y el reactivo alquilante del tercer vial al primer serpentin de reaccién
a través de la primera valvula multipuerto;

incubar las moléculas desnaturalizadas y reducidas con el reactivo alquilante en el primer serpentin de reaccion,
alquilando asi las moléculas desnaturalizadas y reducidas;

mover las moléculas desnaturalizadas, reducidas y alquiladas del primer serpentin de reaccion al segundo vial;
mover las moléculas desnaturalizadas, reducidas y alquiladas a una columna de desalacién a través de la primera
valvula multipuerto y la segunda valvula multipuerto;

aplicar las moléculas desnaturalizadas, reducidas y alquiladas a la columna de desalacién, lo que da como resultado
moléculas desaladas;

mover las moléculas desaladas al segundo vial;

combinar las moléculas desaladas con una enzima;

mover las moléculas desaladas y la enzima a un segundo serpentin de reaccion;

incubar las moléculas desaladas y la enzima en el segundo serpentin de reaccién, digiriendo asi las moléculas;
mover las moléculas digeridas al tercer vial; y

mover las moléculas digeridas del tercer vial al dispositivo analitico para el analisis de las moléculas digeridas.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde al menos uno de:
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(a) comprende mover automaticamente, con una aguja, la muestra del primer vial al bucle de muestra;

(g) comprende mover automaticamente las moléculas en el segundo vial al dispositivo analitico para que el analisis
de las moléculas de uno o mas de (a) a (g) se realice automaticamente usando un controlador; o

(a) a (g) se realizan en un sistema cerrado.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde las moléculas comprenden polipéptidos, en
donde la columna de captura comprende una columna de unién a polipéptidos, y en donde (e} comprende unir los
polipéptidos en la muestra a la columna de unién a polipéptidos, separando asi los polipéptidos en la muestra de la
matriz de la muestra.

7. Un sistema cerrado (100) que comprende:

un primer vial adaptado para contener una muestra que comprende moléculas;

un bucle de muestra adaptado para recibir la muestra del primer vial;

una primera valvula multipuerto (104) acoplada fluidamente al bucle de muestra y dispuesta para obtener un volumen
de la muestra a través de un primer puerto de la primera valvula multipuerto;

una segunda valvula multipuerto (112) acoplada fluidamente y dispuesta aguas abajo de la primera valvula multipuerto;
una columna de captura dispuesta para acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda
véalvula multipuerto esté en una primera posicién, estando la columna de captura configurada para unir las moléculas
de la muestra;

un segundo vial dispuesto aguas abajo de la columna de captura;

una fuente de tampén acoplada fluidamente a la primera valvula multipuerto y dispuesta para suministrar solucién
tampon de elucion al segundo vial a través de la segunda valvula multipuerto y la columna de captura cuando la
segunda valvula multipuerto esta en la primera posicién, de modo que la solucién tampoén de elucién esté adaptada
para eluir sustancialmente todas las moléculas de la columna de captura;

un dispositivo analitico; y

un sistema de muestreo automético configurado para obtener la muestra del primer vial;

en donde:

el segundo vial comprende un vial de flujo continuo (1600) configurado para filtrar la solucién tampén de elucién de la
mezcla de elucion/molécula fuera del segundo vial, dejando asi solo las moléculas eluidas en el segundo vial; y

el sistema esta configurado para mover automaticamente las moléculas del segundo vial desde el segundo vial al
dispositivo analitico.

8. El sistema cerrado de la reivindicacién 7, que comprende ademas una aguja configurada para recuperar
automaticamente la muestra del primer vial y depositar la muestra en el bucle de muestra y/o para mover
automaticamente las moléculas en el segundo vial del segundo vial al dispositivo analitico.

9. El sistema cerrado de la reivindicaciéon 7 u 8, que comprende ademas un dispositivo dosificador acoplado
fluidamente al bucle de muestra y la aguja para controlar el volumen de la muestra obtenida por la primera valvula
multipuerto.

10. El sistema cerrado de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde la columna de captura comprende
una columna de unién a polipéptidos; opcionalmente, en donde la columna de unidn a polipéptidos esta configurada
ademas para preconcentrar los polipéptidos.

11. El sistema cerrado de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, que comprende ademas una columna de
desalacién dispuesta para acoplarse fluidamente a la segunda valvula multipuerto cuando la segunda valvula
multipuerto esta en una segunda posicion diferente de la primera posicién, en donde cuando la segunda vélvula
multipuerto esté en la segunda posicién, la columna de desalacién esta dispuesta para recibir los polipéptidos eluidos
en el segundo vial y configurada para reducir la concentracién de sal de los polipéptidos eluidos.

12. El sistema cerrado de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en donde el vial de flujo (1600) comprende
una base (1604), un canalén (1608) acoplado a la base y que se extiende hacia fuera desde la misma, un puerto de
entrada (1660) formado en la base y un puerto de salida (1664) formado en el canalén;

opcionalmente, en donde el vial de flujo continuo comprende ademés un reborde (1606) dispuesto entre la base y el
canalén, estando el reborde configurado para reducir la tension superficial del fluido que fluye a través del vial de flujo
continuo.

13. El sistema cerrado de la reivindicacion 12, en donde el puerto de entrada se extiende a lo largo de un eje de
entrada y el puerto de salida se extiende a lo largo de un eje de salida, estando el eje de salida inclinado con respecto
al eje de entrada;

opcionalmente, en donde, la base se extiende a lo largo de un eje longitudinal que esté inclinado con respecto a cada
uno de los ejes de entrada y de salida.

14. El sistema cerrado de la reivindicacién 12 o 13, en donde el canalén comprende un bajante (1644), y en donde el
puerto de salida esta formado en el bajante.
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15. El sistema cerrado de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 14, que comprende ademas un portaviales

configurado para recibir y retener el vial de flujo continuo;
opcionalmente, en donde el portaviales comprende una pluralidad de receptaculos configurados para recibir y retener

una pluralidad de viales de flujo continuo.
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