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DESCRIPCION
Procedimiento para la optimizacion de procedimientos de cromatografia de purificacién para biomoléculas

La invencion se refiere a un procedimiento que posibilita el desarrollo y la optimizacion de procedimientos de
cromatografia de purificacién para biomoléculas que se pueden llevar a cabo a gran escala.

Antecedentes de la invencion

Las biomoléculas tales como proteinas, polinucleétidos, polisacaridos y similares estan obteniendo cada vez mas
importancia comercial como medicamentos, como medios de diagnostico, como aditivos en alimentos, detergentes y
similares, como reactivos de investigacion y para muchas otras aplicaciones. La necesidad de tales biomoléculas por
norma general —por ejemplo, en el caso de proteinas— ya no se puede satisfacer mediante el aislamiento de las
moléculas de fuentes naturales, sino que requiere el empleo de métodos de produccién biotecnolégica.

La produccion biotecnoldgica de proteinas comienza tipicamente con el aislamiento del ADN que codifica la proteina
deseada y su clonacién en un vector de expresion adecuado. Después de la introduccién mediante transfeccion del
vector de expresion en células de expresion procariotas o eucariotas adecuadas y posterior seleccion de las células
transfectadas, las ultimas se cultivan en fermentadores y se expresa la proteina deseada. A continuacion se produce
la recuperacién de las células o del sobrenadante del cultivo y el tratamiento y la purificacion de la proteina alli
contenida.

En el caso de sistemas de expresion eucariotas, es decir, en caso del uso de cultivos de células de mamifero tales
como, por ejemplo, células CHO o NSO, en los ultimos 15 afios se ha podido conseguir un aumento en un factor de
100 de la concentracion obtenible en la etapa de expresion de la proteina deseada en los cultivos celulares o en los
sobrenadantes de cultivo celular. En el mismo periodo de tiempo aumento la capacidad de unién de materiales de
cromatografia que se emplean en la posterior purificacion de las proteinas tan solo un factor de 3. Por este motivo
existe una urgente necesidad de procedimientos de purificaciéon optimizados, mejorados, para biomoléculas, en
particular para proteinas, que se puedan llevar a cabo a gran escala industrial.

En el caso de los productos biofarmacéuticos, tales como, por ejemplo, proteinas empleadas como medicamentos,
por ejemplo, anticuerpos terapéuticos, ademas del rendimiento del producto también tiene una importancia
destacada la separacion de impurezas. En este caso se puede diferenciar entre impurezas dependientes del
proceso y del producto. Las impurezas dependientes del proceso incluyen componentes de las células
hospedadoras, tales como proteinas y acidos nucleicos, y proceden del cultivo celular (tales como constituyentes de
medios) o del tratamiento (tales como, por ejemplo, sales o ligandos de cromatografia separados). Las impurezas
dependientes del producto son variantes moleculares del producto con propiedades diferentes. A esto pertenecen
formas acortadas, tales como precursores y productos de degradacion hidrolitica, sin embargo también formas
modificadas, producidas, por ejemplo, mediante desaminaciones, falsas glucosilaciones o puentes disulfuro
enlazados incorrectamente. A las variantes dependientes del producto también pertenecen los polimeros y
agregados. Se denominan contaminantes todos los demas materiales de naturaleza quimica, bioquimica o
microbiolégica que no pertenecen directamente al proceso de produccion. Son contaminantes, por ejemplo, los virus
que pueden aparecer, de manera indeseada, en cultivos celulares.

Las impurezas y los contaminantes conducen en el caso de los productos biofarmacéuticos a reparos en cuanto a la
seguridad. Estos se intensifican cuando —como muy frecuentemente en el caso de los productos
biofarmacéuticos— la administracién de las proteinas terapéuticas se realiza a través de inyeccién o infusion
directamente al torrente sanguineo. De este modo, los componentes de la célula hospedadora pueden conducir a
reacciones alérgicas o efectos inmunopatolégicos. Ademas, las impurezas pueden llevar también a una
inmunogenicidad indeseada de la proteina administrada, es decir, desencadenar una reaccion inmunitaria indeseada
del paciente al producto terapéutico, hasta un choque anafilactico con riesgo para la vida. Por tanto, existe una
necesidad de procesos adecuados de purificacion con los que se pueda efectuar un empobrecimiento de todas las
sustancias indeseadas hasta un grado inocuo.

Por otro lado, tampoco se pueden ignorar aspectos econdmicos en el caso de los productos biofarmacéuticos. De
este modo, los procedimientos empleados de produccion y purificacion no deben poner en riesgo la rentabilidad del
producto biofarmacéutico generado con los mismos. Ademas también desempefia un papel considerable el tiempo
en el que se ha de establecer un nuevo proceso de purificacion: ademas de la influencia sobre los costes, el
desarrollo del proceso tiene que estar ajustado al desarrollo preclinico y clinico del medicamento. De este modo, por
ejemplo, determinados estudios preclinicos, y todos los clinicos, no pueden comenzar hasta que estén disponibles
cantidades suficientes del producto biofarmacéutico en una pureza suficiente.

Como punto de partida para el desarrollo de un proceso de purificacion que se puede llevar a cabo también a gran
escala para un anticuerpo puede servir, por ejemplo, el siguiente proceso convencional, consistente en cuatro
etapas basicas: en la primera etapa se aisla la proteina diana, se concentra y estabiliza ("captura”). En la segunda
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etapa se retiran los virus, en la tercera se realiza una purificacion en la que se efectda el empobrecimiento de la
mayoria de las impurezas, tales como acidos nucleicos, otras proteinas y endotoxinas. En la Ultima etapa se
eliminan las trazas, dado el caso todavia remanentes, de impurezas y contaminantes ("refinado").

Ademas de las etapas de filtracién y precipitacion, a este respecto, los procedimientos de cromatografia (en
columna) adquieren una importancia muy alta. De este modo, por ejemplo, la "captura” incluye frecuentemente una
etapa de purificacion mediante cromatografia de afinidad. Por consiguiente, actualmente son conocidos numerosos
procedimientos de cromatografia en columna y materiales de cromatografia que se pueden usar para ello. No
obstante, con un namero creciente de alternativas se tienen que llevar a cabo también ensayos previos cada vez
mas numerosos para establecer los materiales y procedimientos 6ptimos en cuanto al efecto de purificacion,
rendimiento, actividad bioldgica, tiempo, costes, etc.

Durante el establecimiento y la optimizacion de un proceso de purificacion ademas se tiene que tener en cuenta que
el mismo tiene que estar hecho a medida, de manera muy individual, en cuanto a las propiedades bioquimicas y
biofisicas de la molécula respectivamente a purificar (molécula diana, proteina diana) asi como en cuanto a las
condiciones en las que se ha obtenido el material biolégico de partida. EI material biolégico de partida del cual se ha
de aislar la molécula diana por horma general esta compuesto de una mezcla muy compleja de sustancias. Para el
aislamiento y la concentracién de la molécula diana se aprovechan sus respectivas propiedades especificas tales
como, por ejemplo, forma, tamafio, solubilidad, carga superficial, hidrofobia superficial asi como su afinidad
bioespecifica por equivalentes de unién. Para cada nueva molécula diana, de hecho incluso con la misma molécula
diana, pero con una variacion de una de las etapas de trabajo precedentes (por ejemplo, un cambio de la
composicion del medio de cultivo para la fermentacién), se tiene que optimizar de nuevo el proceso, ya que en las
nuevas condiciones posiblemente ya no se puedan conseguir los mejores resultados posibles desde el punto de
vista que se ha mencionado anteriormente.

Al mismo tiempo, gracias a la cantidad de los pardmetros que se han mencionado anteriormente se potencia el
namero de alternativas teéricamente concebibles del proceso. En el caso de la cromatografia en columna se tienen
que optimizar, por ejemplo, la disposicion de la etapa de cromatografia en todo el proceso, el material de la columna,
el valor de pH, el contenido de sal y el tipo de los distintos tampones de elucién, la concentracion de proteina al
cargar la columna y muchas cosas mas. Esto hace que sea practicamente imposible desarrollar a gran escala, con
una complejidad razonable de costes y tiempo, un proceso optimizado de cromatografia en columna. Por otro lado,
la rentabilidad, pero también las limitaciones en cuanto a la técnica de la instalacion (tales como, por ejemplo, la
necesidad de emplear el menor nimero posible de diferentes tampones y cantidades o volumenes en la medida de
lo posible reducidos de tampdn y materiales de cromatografia, mantener pequefios los volimenes de las fracciones
que contienen producto asi como la necesidad de mantener reducidos los tiempos del proceso y también, por
ejemplo, los volumenes de aguas residuales) precisamente requieren una optimizacién de este tipo en cuanto a
cada etapa individual del proceso. De forma convencional, este problema se aborda varidndose en ensayos previos,
llevados a cabo de forma mas o menos sistematica segin el principio de "ensayo y error", sucesivamente un nimero
limitado de parametros del proceso y finalizandose estos ensayos en cuanto se haya podido establecer un proceso
gue basicamente "funcione". Una optimizacién sistematica de todos los parametros esenciales de un proceso, dado
el caso desde varios puntos de vista, por ejemplo, en cuanto al empobrecimiento de impurezas, elevados
rendimientos de producto con pérdida al mismo tiempo reducida de actividad biolégica y similares, con ello
practicamente no tiene lugar, o solo en una medida muy limitada. Los procesos establecidos de tal forma, por
consiguiente, por norma general seran suboptimos.

Como alternativa se ha intentado llevar a cabo las anteriores optimizaciones mediante pequefias columnas a escala
de laboratorio (por ejemplo, pequefias columnas con aproximadamente 1 ml de material de cromatografia). Sin
embargo, en este caso se ha demostrado que con una complejidad razonable se ha podido variar a su vez solo un
limitado nimero de parametros, ya que las etapas de carga, lavado y elucién requieren mucho tiempo incluso con
estas menores dimensiones.

Por el documento W02004/028658 se puede obtener otro enfoque para la optimizacién del proceso a escala
miniaturizada. En un "procedimiento intermitente" en este caso en enfoques paralelos en placas multi-pocillo se
ensayo la union de una muestra biolégica a materiales de cromatografia. Ciertamente, con este procedimiento se
pueden establecer rapida y econémicamente condiciones optimizadas para esta etapa de unién. Sin embargo, con
esto todavia no es posible una afirmacion acerca de si en las condiciones establecidas de esta manera se pueden
conseguir todavia resultados 6ptimos en los procedimientos de cromatografia en columna a aplicar de forma
obligada en condiciones a gran escala. Esta optimizacion del proceso se refiere también Unicamente a la
optimizacién de la etapa de la carga del material de cromatografia, es decir, solo un pequefio paso de todo el
proceso.

Por tanto, contintia existiendo una urgente necesidad de procedimientos con los que, de forma rapida y economica,
se puedan establecer y optimizar procesos de purificacion de cromatografia en columna para biomoléculas,
habiendo de proporcionar estos procesos resultados satisfactorios incluso en las condiciones de una produccion y
purificacion a gran escala de la biomolécula. El objetivo de la invencion es facilitar un procedimiento de este tipo.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2462392 T3

Resumen de la invencién

El objetivo expuesto anteriormente se resuelve mediante los procedimientos mencionados en las reivindicaciones.

En particular, de acuerdo con la invencion se facilita un procedimiento para hallar pardmetros adecuados para
procedimientos de cromatografia para la separaciéon o purificacion de moléculas bioldgicas, llevandose a cabo a
pequefia escala, por ejemplo, con un volumen de lecho de gel de material de cromatografia entre 0,01 y 2 ml, una
secuencia de etapas de etapas de equilibrado, carga, lavado y elucién en un procedimiento parcialmente discontinuo
(etapas con y sin suspensién del material de cromatografia). De esta manera, en una multitud de ensayos se pueden
variar uno o varios parametros y a partir de los resultados de estos ensayos se pueden deducir condiciones 6ptimas
en las que se puede llevar a cabo el procedimiento de cromatografia. Las condiciones optimizadas determinadas de
este modo se pueden aplicar entonces también a procedimientos de cromatografia, en particular procedimientos de
cromatografia en columna que se llevan a cabo a mayor escala.

Con la expresion "procedimiento parcialmente discontinuo" a este respecto se quiere decir que en una o varias de
las etapas mencionadas —pero no en todas las etapas—, el material de cromatografia se suspende (se pone en
suspension), es decir, se trabaja en un procedimiento intermitente. Las etapas en las que no se realiza ninguna
suspensién (puesta en suspension) del material de cromatografia se llevan a cabo a modo de una cromatografia en
columna "clasica", al aplicarse sobre un lecho de gel depositado la respectiva solucion de tampon, por ejemplo, un
tampodn de elucidn, sin poner en suspension el lecho de gel, y se hace pasar el tampoén de forma dirigida a través del
material de columna, por ejemplo, por gravedad, centrifugacién, aplicacion de un gradiente de presion o similares.

De acuerdo con la invencién, para resolver el objetivo que se ha mencionado anteriormente ha resultado
particularmente apropiado llevar a cabo el "procedimiento parcialmente discontinuo” de tal manera que durante la
etapa de carga se suspende el material de cromatografia, mientras que en la etapa de elucién (o, en el caso de
varias etapas de elucion, en las etapas de elucién) se evita una suspension del material de cromatografia y, en lugar
de esto, se mueve la solucién de elucion de forma dirigida a través del lecho de gel depositado.

Cuando ahora, incluso a pequefa escala, por ejemplo, mediante el uso de entre aproximadamente 50 uly 2 ml de
material de cromatografia de acuerdo con el procedimiento parcialmente discontinuo que se ha descrito
anteriormente se establecen condiciones Optimas de carga, lavado y/o elucién para el respectivo material de
cromatografia y la biomolécula respectivamente a purificar (al variarse, por ejemplo, los parametros valor de pH y/o
fuerza idnica de las soluciones individuales, concentracion de proteina y similares y al determinarse un resultado
optimo en vista del efecto de purificacion, rendimiento y actividad biolégica de la biomolécula), estas condiciones,
sorprendentemente, se pueden transferir de forma muy reproducible a procedimientos de cromatografia en columna
incluso a mayor escala, aunque los Ultimos no se lleven a cabo en el procedimiento parcialmente discontinuo, sino
de forma convencional como procedimientos puros de cromatografia en columna, es decir, de un modo que se
puede aumentar de escala hasta escala industrial. Por lo tanto, en otras palabras, el procedimiento parcialmente
discontinuo llevado a cabo a escala de miniatura se puede emplear como "modelo" para procedimientos de
cromatografia en columna. La miniaturizacion permite una forma de trabajo sustancialmente mas econdmica y
rapida en comparacion con procedimientos convencionales de optimizacién. Ademas, de acuerdo con una forma de
realizaciéon preferida, los enfoques miniaturizados se pueden llevar a cabo mediante el uso de recipientes de
muestras (tales como, por ejemplo, placas de filtro multipocillo) y dispositivos (pipetas multicanal, robots de
pipeteado) adecuados en un mayor nimero en paralelo y a este respecto se pueden variar al mismo tiempo varios
parametros. Como resultado se obtiene, por ello, una gran cantidad de datos, a partir de los cuales se pueden
establecer las condiciones de cromatografia en columna optimizadas simultaneamente en vista de todos los
parametros decisivos para una biomolécula concreta a purificar. Por tanto, un procedimiento de optimizacién de este
tipo se puede llevar a cabo de forma econdmica y rapida y posibilita avances decisivos en relacion con la seleccién
Optima de parametros adecuados para procedimientos de separacion mediante cromatografia. Con ello, este
procedimiento aporta una contribucién decisiva a la mejora de procedimientos de purificacién para biomoléculas vy,
por tanto, también a la calidad y rentabilidad de los productos en los que se usa una biomolécula de este tipo.

Breve descripcion de las figuras

LaFig. 1 muestra un diagrama de flujo en el que esta representado un procedimiento parcialmente discontinuo
de acuerdo con una forma de realizacién particularmente preferida de la invencion.

La Fig. 2 muestra, esquematicamente, una estructura de ensayo en un robot. Se muestran: cubeta con solucién
de etanol (1), recipientes de muestra con soluciones de proteina (2), recipientes de muestra con
suspensiones de los materiales de cromatografia (3), placas de microtitulacion con tampones de
equilibrado, lavado y elucién (4), placa de filtro de microtitulacién (5) y reserva de puntas de pipetas

(6).

La Fig. 3 muestra, graficamente, los resultados de los ensayos expuestos en el Ejemplo 3, estando resumidos
en las 8 figuras Fig. 3.1 a Fig. 3.8 los resultados de una "identificacion de union" con 8 materiales de
cromatografia distintos y en las 4 figuras Fig. 3.9 a Fig. 3.12, los resultados de una "identificacion de
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elucion” con 4 materiales de cromatografia distintos. Estdn aplicadas, respectivamente, las partes
porcentuales de la cantidad empleada en total de proteina por cavidad en las soluciones de paso o los
eluatos en la etapa de carga ("solucion de paso"), la etapa de lavado ("lavadol"), las tres etapas de
eluciéon "Elul" a "Elu3") y la cantidad total de proteina recuperada ("proteina total"). Dentro de tal grupo
mostrado en el diagrama de 8 barras, las barras individuales reproducen los resultados con diferentes
concentraciones de sal y pH, indicados en la leyenda.

La Fig. 4 muestra, como comparacion, el perfil de elucion obtenido en el Ejemplo 4 de una purificacion mediante
cromatografia en columna de la proteina mAbl (linea continua: concentracion de proteina; linea
discontinua: conductividad) y la concentracion de mAbl en una identificacion en placas de filtro
multipocillo en condiciones correspondientes (barras).

La Fig. 5 muestra, graficamente, los resultados de los ensayos expuestos en el Ejemplo 5, estando mostrados
en las figuras Fig. 5.1 a Fig. 5.4 los resultados de la identificacion con 4 materiales de cromatografia
distintos. Estan aplicadas, respectivamente, las partes porcentuales de la cantidad empleada en total
de proteina por cavidad en las soluciones de paso o los eluatos en la etapa de carga ("solucién de
paso"), la etapa de lavado ("lavadol"), las tres etapas de elucion ("Elul" a "Elu3") y la cantidad total de
proteina recuperada (“"proteina total"). Dentro de cada grupo de 8 barras, las barras individuales
reproducen los resultados a diferentes concentraciones de sal indicadas en la leyenda.

Descripcion detallada de la invencién

De acuerdo con la invencion se facilita un procedimiento para hallar parametros adecuados para procedimientos de
cromatografia para la separacion (purificacion) de moléculas bioldgicas, incluyendo el procedimiento de
cromatografia (una o varias) etapas de equilibrado, (una o varias) etapas de carga, (una o varias) etapas de lavado y
(una o varias) etapas de elucion, caracterizado por que la secuencia de etapas de etapas de equilibrado, carga,
lavado y elucion se lleva a cabo en el procedimiento parcialmente discontinuo. Preferiblemente incluye al menos la
etapa de carga la suspension del material de cromatografia y al menos en una etapa de eluciébn se omite una
suspension del material de cromatografia. De acuerdo con la invencion, en la etapa de equilibrado (o en las etapas
de equilibrado) se suspende el material de cromatografia. De acuerdo con dos otras formas de realizacion
alternativas de la invencion, en la o en las etapas de lavado se suspende o no se suspende el material de
cromatografia. En todas estas formas de realizacion se usa el procedimiento parcialmente discontinuo que consiste
en llevar a cabo una parte del procedimiento —al menos la etapa de carga— con suspension del material de
cromatografia (es decir, en el "procedimiento intermitente”), mientras que en otra parte —al menos en el caso de la
elucioén de la biomolécula— a modo de una cromatografia en columna el material de cromatografia no se suspende,
sino que el tampon de elucién se aplica sobre el lecho de gel no suspendido y a continuaciéon mediante
centrifugacion, aplicacién de un gradiente de presion o similares se obtiene el eluato.

Por "material de cromatografia" se entiende todos los materiales que se pueden usar convencionalmente para la
cromatografia en columna. Estos se pueden clasificar en materiales para:

- cromatografia de afinidad,

- cromatografia de intercambio iénico, en particular cromatografia de intercambio anidnico e intercambio catidnico,
- cromatografia de interaccién hidrofoba,

- cromatografia de "fase inversa",

- cromatografia de hidroxiapatita,

- cromatografia de "induccion de carga hidréfoba" y

- cromatografia en "modo mixto"

sin que la invencion esté limitada a estos grupos o a los materiales mencionados expresamente a continuacion.

Los materiales para la cromatografia de afinidad contienen un ligando unido a un material de soporte que causa la
unién selectiva y especifica de la biomolécula a purificar al material de cromatografia. Los ligandos usados
frecuentemente en la purificacién de anticuerpos son proteina A, una proteina de la pared celular de Staphylococcus
aureus, asi como distintas variantes y derivados de la misma.

Como grupos funcionales para materiales de cromatografia adecuados para la cromatografia de intercambio
anionico se pueden usar, por ejemplo, el grupo hidroxipropildietilaminoetilo cuaternario, el grupo trimetilaminoetilo
cuaternario o el grupo dietilaminoetilo. Son grupos adecuados para la cromatografia de intercambio catiénico, por
ejemplo, el grupo sulfometilo, el grupo sulfopropilo y el grupo carboximetilo.

En la cromatografia de interaccion hidréfoba se pueden usar, por ejemplo, ligandos de alquilo y arilo tales como, por
ejemplo, ligandos de éter y metilo (interaccibn mas débil con proteinas) o ligandos de butilo, fenilo y octilo
(interaccién mas fuerte).
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En la cromatografia de fase inversa se usan asimismo ligandos de alquilo o arilo, siendo la densidad de ligando
tipicamente mayor que en la cromatografia de interaccion hidréfoba.

Para la cromatografia en modo mixto y de inducciéon de carga hidr6foba se usan en particular ligandos que,
dependiendo del valor de pH, establecen diferentes interacciones con la biomolécula (tales como, por ejemplo, MBI
HyperCel® Sorbent y MEP HyperCel® Sorbent de BioSepra).

Las soluciones de tampon de equilibrado, soluciones de ensayo, soluciones de lavado y soluciones de elucién
(denominadas en lo sucesivo de forma general "soluciones de tampon") pueden ser soluciones a base de, por
ejemplo, tampon fosfato, Tris, acetato, citrato o glicina.

La puesta en suspension del material de cromatografia se realiza, por ejemplo, mediante agitacion (con alta
frecuencia) de los recipientes de muestra (por ejemplo, con empleo de un agitador mecénico) o mediante pipeteado
hacia arriba y abajo del material de cromatografia.

En particular en la etapa de carga puede ser necesario, después de la adiciéon de la solucién de ensayo que contiene
la biomolécula al material de cromatografia, afiadir una etapa de incubacién. En caso de una incubacién demasiado
corta del material de cromatografia con la solucion de ensayo puede aparecer el problema de que la biomolécula no
se haya unido por completo al material de cromatografia antes de que se sustituya la soluciéon de ensayo por la
solucion de lavado. En caso de un tiempo de incubacion demasiado largo, en muchas biomoléculas existe el peligro
de que comience una desnaturalizacion de la biomolécula. Dependiendo del tipo de la biomolécula, del tampo6n de
ensayo y del material de cromatografia, por tanto, se ha de seleccionar la duracion de la incubacion entre los
extremos que se han mencionado anteriormente. Frecuentemente no se supera la duraciéon de incubacién 6ptima
establecida de 120 min. Preferiblemente se incuba no mas de 60 min. Son particularmente preferidos tiempos de
incubacién inferiores a 30 min.

En el sentido de la presente invencion, la "etapa de lavado" es la etapa que sigue a la carga del material de
cromatografia con la biomolécula. Dependiendo del planteamiento del problema puede pretenderse causar, ya en
esta etapa, una elucion de la biomolécula. En este caso, la etapa de lavado ya representa una etapa de elucion, es
decir, la etapa de lavado y elucién coinciden.

Dependiendo del planteamiento del problema, la solucion de ensayo en la etapa de carga puede contener una
biomolécula definida o incluso una mezcla de biomoléculas. Dependiendo del planteamiento, en el caso de la
biomolécula definida puede tratarse, por ejemplo, de una proteina que se ha de purificar en el proceso a establecer y
a optimizar a gran escala, o también de una impureza definida tal como, por ejemplo, agregados de la proteina a
purificar o de proteina A (para examinar la capacidad de separacién de "proteina A lixiviada" liberada, dado el caso,
de una columna de proteina A en una etapa previa de purificacion). La mezcla puede ser, por ejemplo, un lisado
celular, dado el caso después de etapas previas de centrifugacion y/o filtracion tal como, por ejemplo, una mezcla
gue sirve posteriormente a gran escala como material de partida para la purificacion de proteinas de célula
hospedadora (HCP) con proteina diana sobreexpresada.

Como se ha mencionado al principio, el procedimiento parcialmente discontinuo que se ha descrito anteriormente,
llevado a cabo a pequefia escala, puede servir para establecer condiciones de cromatografia en las que, entonces,
suministrara resultados 6ptimos también el procedimiento de purificacion de cromatografia en columna
correspondiente, a llevar a cabo a gran escala. Se puede establecer habitualmente si las condiciones seleccionadas
respectivamente, tales como el tipo del material de cromatografia, el tipo del tampon, la fuerza iénica/conductividad,
valor de pH, etc., suministran un resultado mas o menos bueno al analizar las soluciones de paso al menos de la
etapa de elucion o de las etapas de elucién con respecto a la cantidad y la calidad (por ejemplo, actividad bioldgica
todavia presente) de la biomolécula eluida. Preferiblemente ademas se recoge también la soluciéon de paso de la
etapa de carga y de la etapa de lavado (o de las etapas de lavado) y se analiza de la misma manera para obtener,
de este modo, una imagen completa acerca de las propiedades de unién de la biomolécula en estas etapas en las
condiciones respectivamente seleccionadas. El tipo de tratamiento y analisis de las soluciones de paso y los eluatos
depende del tipo de la cromatografia y el material de muestra, es decir, de la biomolécula o de la mezcla de
biomoléculas. En el caso de una cromatografia de afinidad de proteina A y la carga de la columna con una mezcla
de HCP y proteina diana (inmunoglobulina) sobreexpresada, por ejemplo sera de interés qué tamafio tiene la parte
de la inmunoglobulina afiadida en la etapa de carga con la solucion de ensayo, que se ha unido al material de
cromatografia (es decir, que no se puede volver a encontrar en la solucién de paso de la etapa de carga), qué
cantidad de inmunoglobulina y de impurezas aparece en la o en las etapas de lavado en la solucion de paso y en
qué cantidad y pureza se puede encontrar de nuevo la inmunoglobulina en la o en las etapas de elucién en el eluato
y qué parte presenta todavia la actividad bioldgica deseada. Estas determinaciones se pueden efectuar de manera
convencional, por ejemplo, mediante métodos de espectroscopia y otros métodos de determinacion de proteinas. El
contenido de impurezas se puede hacer visible y cuantificarse, por ejemplo, a través de electroforesis en gel de SDS
0 procedimientos de isoelectroenfoque.

De acuerdo con una forma de realizacion particular de la invencién, en una cromatografia de intercambio i6nico se
optimizan condiciones de carga y elucidn en ensayos independientes (identificacion de unién y elucién) y en
6
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cualquier caso en la identificacion de elucién se prevén varias etapas de elucién, cambiando con cada etapa de
forma escalonada, por ejemplo, la concentracion de sal.

En una forma de realizacion preferida se llevan a cabo las etapas de equilibrado, carga, lavado y elucion en varios
enfoques en paralelo. En este caso, para el establecimiento de las condiciones 6ptimas de cromatografia de forma
apropiada estas condiciones se varian en los enfoques individuales, de tal manera que a partir de los resultados de
la purificacién respectivos que se pueden conseguir en enfoques llevados a cabo en paralelo se pueden deducir las
condiciones de cromatografia éptimas para la respectiva biomolécula y/o material de cromatografia. La realizaciéon
en enfoques paralelos se puede realizar mediante el uso de una placa de filtro multipocillo en la que estan previstos
multiples receptaculos de alojamiento de muestra, en los que se alojan el material de cromatografia y las soluciones
de tampén (tales como, por ejemplo, las soluciones de tampon de equilibrado, soluciones de ensayo que contienen,
dado el caso, una biomolécula, soluciones de lavado y soluciones de elucion), estando terminados estos
receptaculos en el lado del fondo con un material con propiedad filtrante que permite la salida de la solucion de
tampon, pero no del material de cromatografia. Tales placas de filtro multipocillo o de microtitulacion estan
disponibles, por ejemplo, con el nombre comercial Captiva® de Varian® (96 cavidades, tamafio de poro 0,45 um),
MultiScreen®) de Millipore® (96 cavidades, tamafios de poros 0,22 um, 0,45 um y 0,65 pum) y Silent Screen® de
Nunc® (96 cavidades y un tamafio de poro de 0,45 um). Las soluciones de cromatografia y soluciones de tampdn se
pueden pipetear con una pipeta multicanal convencional o un robot de pipeteado (por ejemplo, Freedom Evo 150®
de Tecan®) en los receptaculos de alojamiento de muestra que se encuentran sobre la placa.

Los volimenes de los materiales de cromatografia y soluciones de tamp6n pipeteados en las cavidades pueden
variar y, con el uso de una de las placas de filtro que se han mencionado anteriormente con 96 cavidades, se
encuentran preferiblemente en el intervalo de 0,01 a 2 ml, mas preferiblemente en el intervalo de 0,05 a 2 ml. Con la
carga inicial de las placas de filtro con material de cromatografia ha resultado ventajoso enjuagar las placas de filtro
en primer lugar con una solucion de etanol, por ejemplo al 20 % o al 10 %, y afiadir a continuacion el material de
cromatografia como puesta en suspension del 1 al 60 % (p/v) en solucion de etanol al 20 % o al 10 %.

La realizacién del procedimiento de acuerdo con la invencion en enfoques paralelos permite la optimizacion
simultdnea de varios pardmetros de cromatografia en columna y, por tanto, abre la posibilidad de desarrollar, en un
tiempo muy corto y empleando reducidas cantidades de material, un proceso de cromatografia en columna que, en
las condiciones establecidas de este modo, proporcionara un resultado excelente de purificacion incluso a gran
escala. De este modo se pueden facilitar mejores procesos y se puede ahorrar un costoso tiempo de desarrollo y
material caro (material de cromatografia, biomoléculas, etc.).

De acuerdo con una forma de realizacion muy particularmente preferida se lleva a cabo el procedimiento de acuerdo
con la siguiente secuencia de etapas (véase también la Fig. 1):

(a) una puesta en suspensiéon de un material de cromatografia se pone en mdltiples cavidades (receptaculos de
alojamiento de muestra) de una placa de filtro multipocillo,

(b) en las cavidades provistas de la puesta en suspension se genera un lecho de gel himedo al retirarse el
sobrenadante sobre el material de cromatografia mediante centrifugacion o mediante aplicacion de una
diferencia de presion,

(c) para el equilibrado del material de cromatografia que se encuentra en las cavidades se afiade al lecho de gel
hdimedo una solucién de tampdn de equilibrado y el lecho de gel se pone en suspension y opcionalmente se
incuba durante un periodo de tiempo determinado con la solucién (etapa de equilibrado),

(d) correspondientemente a la etapa (b) se genera un lecho de gel himedo,

(e) opcionalmente, las etapas (c) y (d) se repiten varias veces, en particular una vez, dos veces o tres veces,

(f) para la carga del material de cromatografia se afiade al lecho de gel una solucién de ensayo que contiene al
menos una biomolécula y se pone en suspension el lecho de gel y se incuba opcionalmente con la solucién de
carga (etapa de carga),

(g) correspondientemente a la etapa (b) se genera un lecho de gel himedo,

(h) para el lavado del material de cromatografia se afiade al lecho de gel una solucion de lavado, poniéndose
opcionalmente en suspension el lecho de gel y volviéndose a incubar opcionalmente (etapa de lavado),

(i) correspondientemente a la etapa (b) se genera un lecho de gel himedo,

(k) opcionalmente, las etapas (h) e (i) se repiten varias veces, en particular una vez, dos veces o tres veces,
pudiendo presentar las soluciones de lavado usadas composiciones iguales o diferentes y poniéndose en
suspensién o no poniéndose en suspensién a este respecto opcionalmente el lecho de gel,

() para la elucién de la biomolécula se afiade al lecho de gel una solucién de elucién sin causar, a este respecto,
una puesta en suspension del lecho de gel (etapa de elucién), (m) correspondientemente a la etapa (b) se
genera un lecho de gel hUmedo y en este caso se recoge el eluato,

(n) opcionalmente, las etapas (I) y (m) se repiten varias veces, en particular una vez, dos veces o tres veces,
pudiendo presentar las soluciones de elucién usadas composiciones iguales o diferentes y

(o) los eluatos recogidos se analizan.
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Después del analisis de los eluatos y de las otras soluciones de paso asimismo dado el caso recogidas, en relacion
con concentracion y actividad biolégica (tal como, por ejemplo, propiedades de union especificas) con
procedimientos convencionales, el experto estara en disposicion de reconocer qué enfoque ha proporcionado los
mejores resultados y, de este modo, puede deducir en qué condiciones se tienen que llevar a cabo las etapas
individuales para conseguir resultados 6ptimos.

La invencién se continGia explicando a continuacion mediante los ejemplos, sin que el objeto de la invencién quede
limitado a estos ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: instruccidon general de trabajo para la realizacién del procedimiento de acuerdo con una forma de
realizacién de la invencion (realizacion automatizada en varios enfoques paralelos)

Una placa de filtro multipocillo se enjuaga en una primera etapa con soluciéon de etanol al veinte por ciento. Para
esto se carga la solucion en la placa y la misma se centrifuga, recogiéndose la solucion de etanol separada de este
modo mediante centrifugacion en una placa de microtitulacion subyacente y desechandose a continuacion. A
continuacién se carga la placa de filtro con las respectivas suspensiones de los materiales de cromatografia. En
caso necesario, adicionalmente se puede afiadir mas solucién de etanol al veinte por ciento sobre las suspensiones.
Mediante centrifugacion se sedimenta el material y el liquido se retira hasta que los materiales no lleguen a estar
secos. También se desecha la solucion de paso. A continuacion se realiza el equilibrado del material de
cromatografia (para esto comparese también con la Fig. 1). Para esto se pone el tampon, que se corresponde con
las condiciones de equilibrado, sobre el material de cromatografia. Después se incuba la placa para el
entremezclado de tampodn y material sobre el agitador de placas de microtitulacion con las maximas revoluciones y a
continuacion el tampdn se vuelve a separar mediante centrifugacion y se desecha. Esta etapa se repite una vez de
acuerdo con el esquema ilustrativo de vision general en la Fig. 1.

En la posterior etapa de carga se ponen las soluciones preparadas de proteina, en las que previamente se han
ajustado los mismos valores de pH y contenidos de sal que durante el equilibrado, sobre el material de
cromatografia y se incuba sobre el agitador de placas de microtitulacion. El filtrado forma la soluciéon de paso (FT).
En las etapas de lavado y elucion posteriores se pone tampén ajustado correspondientemente (véase, por ejemplo,
los Ejemplos 3 y 5) sobre los materiales de cromatografia. Opcionalmente también en las etapas de lavado a su vez
se puede agitar e incubar, mientras que en la elucidon se prescinde de una agitacion de este tipo ("procedimiento
parcialmente discontinuo”). La fase liquida respectivamente se separa mediante centrifugacién. Los filtrados de las
etapas de lavado se proveen de "W" o "lavado" y un nimero consecutivo, los de las etapas de elucién de forma
analoga de "E" o "Elu" y un numero consecutivo. Al final respectivamente 150 ul de todos los filtrados no
desechados para la determinacién fotométrica del contenido a 280 nm se transfieren a placas de microtitulacion
adecuadas.

Preferiblemente, durante el equilibrado, la carga y el lavado respectivamente se agita y se incuba. En la elucién, que
se lleva a cabo tipicamente (véase, por ejemplo, Ejemplos 3 y 5) con cambio del valor de pH y/o del contenido de
sal, por el contrario se pone el tampén de elucion cuidadosamente sobre los materiales de cromatografia y sin
mezcla e incubacion se centrifuga de inmediato.

La Tabla 1 muestra un desarrollo tipico de las etapas que se han mencionado anteriormente, incluyendo
indicaciones ilustrativas con respecto a tiempos tipicos de incubacion. A este respecto, el tampoén de lavado se
corresponde, en relacién con el valor de pH y el contenido de sal, con el tamp6n de equilibrado. Los volimenes y los
ajustes de centrifugacion estan ajustados en el presente caso a la placa de filtro multipocillo Silent Screen® de
Nunc®. 2200 rpm (revoluciones por minuto) se corresponden con una aceleracion centrifuga relativa de 1012 g,
1200 rpm se corresponden con 301 g. La incubacién se realiza en el agitador de placas de microtitulaciéon con el
maximo numero de revoluciones, esto son aproximadamente 1400 rpm:
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Para la realizacion automatizada en varios enfoques paralelos se emplea preferiblemente un robot de pipeteado. En
la Fig. 2 esta mostrada una disposicion tipica que se puede emplear en este tipo de realizacion. A este respecto, la
cubeta (1) contiene la solucién de etanol que se ha mencionado anteriormente. Las soluciones de ensayo que
contienen la biomolécula, ajustadas a valores de pH y concentraciones de sal adecuados y las suspensiones de los
materiales de cromatografia se encuentran en los recipientes de muestra (2) y (3). En la posicién (4) estan previstas
placas de microtitulacion/DWP que contienen el tampdn de equilibrado, lavado y elucion. Al lado de esto esta
dispuesta la placa de filtro multipocillo (5).

Ejemplo 2: comparacion de dos formas de realizacién del "procedimiento parcialmente discontinuo” con un
procedimiento discontinuo (por completo) (procedimiento “intermitente").

El procedimiento parcialmente discontinuo se comparé con un procedimiento intermitente. En el dltimo, en todas las
etapas se agito e incubd. En el procedimiento parcialmente discontinuo de acuerdo con la invencién, por el contrario,
en las etapas de equilibrado y carga se agitd, incubé y centrifugé (o se retir6 de otro modo el sobrenadante del
material de cromatografia), pero en las etapas de elucién se centrifugé de inmediato (o se retiré de otro modo el
sobrenadante del material de cromatografia). De acuerdo con una forma de realizacién de la invencion, en la etapa
de lavado asimismo se agitoé e incubd, de acuerdo con una segunda forma de realizacion también en la etapa de
lavado solo se aplicé el tampén de lavado cuidadosamente y se separé mediante centrifugacién/retird de inmediato.

Para poder valorar qué procedimiento proporciona las mejores informaciones acerca de condiciones adecuadas de
cromatografia, se ensayaron los procedimientos que se han mencionado anteriormente mediante la purificacion de
un anticuerpo mediante cromatografia de interaccion hidr6foba. Como material de cromatografia se uso fenil
Sepharose 6 FF. El anticuerpo usado se une; cuando la conductividad de un tampén TRIS 50 mM con pH = 6,5 con
sulfato de amonio se aumenta a 120 mS-cm™. Por tanto, el tampon de equilibrado y de lavado asi como la solucién
de carga que contenia proteinas se ajustaron a estas condiciones. El tampon de elucién contenia menos sulfato de
amonio, su conductividad ascendia a 50 mS-cm™. El tiempo de incubacion durante el equilibrado ascendié
respectivamente a cinco minutos, durante la carga a 21 minutos y durante el lavado, dado el caso, a nueve minutos.
Los indices de recuperacién en las fracciones recogidas (solucién de paso en carga: FT; etapas de lavado: W1 a
W3, etapas de elucién: E1 a E4) estan representados en la Tabla 2.

Tabla 2:
Fraccion FT W1 W2 W3 El E2 E3 E4 Suma

Procedimiento parcialmente discontinuo etapas de lavado con puesta en suspension:

Valor medio 24% | 28% [ 24% | 22% | 420% | 176% | 87% | 52% | 832%

Desviacion tipica 0,7% | 04% | 04% | 03% | 1,9% 08% [04% | 0,2%

Procedimiento parcialmente discontinuo/ etapas de lavado sin puesta en suspension:

Valor medio 69% | 36% | 13% | 04% [ 333% [ 191% [ 85% | 52% | 782%

Desviacion tipica 40% | 15% | 04% [ 01% | 3,1% 15% [ 1,0% | 0,7%

Procedimiento discontinuo / procedimiento intermitente:

Valor medio 22% | 28% | 20% [ 15% | 302% | 164% | 7,7% | 3,8% | 66,5%

Desviacion tipica 03% | 12% | 02% | 0,1% | 40% 34% [ 25% | 1,3%

Como se puede ver claramente en la Tabla 2, el indice de recuperacion en el procedimiento parcialmente
discontinuo con el 83,2 % o el 78,2 % es considerablemente mayor que en el procedimiento intermitente, en el que
se han podido encontrar de nuevo solo aproximadamente dos tercios del material. Ademas, este ensayo muestra
que en el procedimiento intermitente, en particular en las etapas de elucién, la reproducibilidad es claramente peor
que en el procedimiento parcialmente discontinuo (mayores desviaciones tipicas). Desde este punto de vista, el
procedimiento parcialmente discontinuo de acuerdo con la forma de realizacién con suspensién en la etapa de
lavado proporciona resultados particularmente buenos. Una reproducibilidad fiable de los resultados es una
condicion importante para la capacidad de transferencia de las condiciones 6ptimas establecidas de este modo de
cromatografia a etapas de proceso de cromatografia en columna llevadas a cabo a mayor escala.

Ejemplo 3: Uso del procedimiento de acuerdo con la invencion para la identificacion de materiales adecuados de
intercambio catidnico y condiciones adecuadas de cromatografia en la purificacién de un anticuerpo monoclonal
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Durante la preparacion de anticuerpos en cultivos celulares eucariotas, la proteina diana se encuentra tipicamente
como proteina secretada al medio en una mezcla compleja con otras biomoléculas. Para el anticuerpo monoclonal
mAb1 se llevé a cabo la siguiente identificacién para determinar las condiciones éptimas para la concentracion del
anticuerpo mediante un intercambiador catiénico:

Identificacién de unioén:

Dos ciclos de identificacidn sirvieron para establecer los materiales 6ptimos de cromatografia y las condiciones de
union respectivamente ideales (identificacién de unién). Se ensayaron los siguientes materiales de cromatografia:

Ciclo 1: SP Sepharose®, Toyopearl® SP 650 M, Toyopearl® SP 550 C, EMD Fractogel® SO3
Ciclo 2: CM Ceramic Hyper DLS®, S Ceramic Hyper DF®, Poros 50 HS®, CM Sepharose FF.

En este caso, SP y HS se refieren al grupo sulfopropilo como grupo funcional que esté acoplado covalentemente a la
matriz de base del material de cromatografia, S03 al grupo sulfoisobutilo, CM al grupo carboximetilo, S al grupo
acido sulfénico.

Las soluciones de proteina empleadas, es decir, los sobrenadantes de cultivo celular obtenidos después de la
fermentacion de las células de expresién mediante centrifugacion vy filtracion, se ajustaron a las condiciones
indicadas en la Tabla 3.1:

Tabla 3.1: condiciones para los combinados de carga (soluciones de ensayo que contienen mAbl) enelcicloly 2

Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado
1 2 3 4 5 6 7 8
pH 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 7,0 7,5 5,0
Volumen 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
[mi]
Contenido |2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
[mg/ml]

Se usaron suspensiones al 10 % de los materiales de cromatografia en solucién de etanol al 20 % y se generaron
0,05 ml de lecho de gel. La identificacion se llevo a cabo en el procedimiento parcialmente discontinuo que se ha
descrito anteriormente (con suspension en la etapa de lavado). Después de dos etapas de equilibrado siguié la
carga con las soluciones de proteina (soluciones de ensayo que contenian mAbl; véase la Tabla 3.1) y una etapa
de lavado. A continuacion se eluy6 en tres etapas. Los tampones se dispusieron, tal como esta indicado en las
Tablas 3.2 y 3.3, respectivamente en dos placas de pocillos profundos (Deep Well) (placas multipocillo con 2 ml de
cabida; denominadas en lo sucesivo también "DWP") segln la estructura de ensayo descrita en el Ejemplo 1. De
cada condicidon se realizé una triple determinacion que se agruparon en la posterior determinacion de las
concentraciones de anticuerpo mediante rProtA-HPLC (cromatografia de afinidad analitica mediante proteina A
recombinante acoplada a una matriz de base).

Tabla 3.2: condiciones de tampén y disposicién en la placa de pocillos profundos 1

Lavado (DWP1.3 columna 9-12)

Equilibrado 1 (DWP1.1 columna 1-4) | Equilibrado 2 (DWP1.2 columna 5-8)

acetato 50 mM pH 4,0

acetato 50 mM pH 4,5

acetato 50 mM pH 5,0

fosfato 50 mM pH 5,5

fosfato 50 mM pH 6,0
Tris 50 mM pH 6,5
Tris 50 mM pH 7,0

acetato 50 mM pH 5,0
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Tabla 3.3: condiciones de tampén y disposicion en la placa de pocillos profundos 2

Elucion 1 (DWP2.1 columna 1-
4)

Elucion 2 (DWP2.2 columna 5-
8)

Elucion 3 (DWP2.3 columna 9-
12)

Valor de pH

Tris 50 mM NaCl 0,3 M

Tris 50 mM NaCl 0,6 M

Tris 50 mM NaCl 1 M

pH 9,0

Las concentraciones de mAB1 halladas en las soluciones de paso o los eluatos en las fracciones individuales estan
representadas en las Figuras 3.1 a 3.8. A causa del encuentro, del analisis de SDS-PAGE llevado a cabo con
fracciones seleccionadas y el comportamiento de unién se seleccionaron las siguientes matrices de cromatografia
para una identificacion de elucion (identificacion de condiciones 6ptimas de elucion): SP Sepharose® FF,
Toyopearl® SP 650 M, Poros® 50 HS, EMD Fractogel® S03.

Identificacion de elucion:

En la identificacion de elucion se ajustaron los sobrenadantes del cultivo acelulares que contenian el mAb1, tal como
se muestra en la Tabla 3.4, a los valores de pH 5,0 y 6,5:

Tabla 3.4: condiciones para los combinados de carga (soluciones de ensayo gue contienen mAbl)enelcicloly 2

Combinado | Combinado | Combinado [ Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado
1 2 3 4 5 6 7 8
pH 5,0 5,0 5,0 5,0 6,5 6,5 6,5 6,5
Volumen 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
[ml]
Contenido (2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
[mg/ml]

Para las etapas de equilibrado, lavado y elucién se rellenaron los tampones indicados en la Tabla 3.5y 3.6 en las

placas de pocillos profundos:

Tabla 3.5: condiciones de tampdn y disposicién en la placa de pocillos profundos 1

Equilibrado 1 (DWP1.1 columna 1-4)

Equilibrado 2 (DWP1.2

columna 5-8)

lavado (DWP1.3 columna 9-12)

acetato 50 mM pH

5,0

acetato 50 mM pH

5,0

acetato 50 mM pH

5,0

acetato 50 mM pH

50

fosfato 50 mM pH 6,5

fosfato 50 mM pH 6,5

fosfato 50 mM pH 6,5

fosfato 50 mM pH 6,5

Tabla 3.6: condiciones de tampdn y disposicién sobre la placa de pocillos profundos 2

Elucion 1 (DWP2.1 columna 1-4)|Elucién 2 (DWP2.2 columna 5-8)|Elucion 3 (DWP2.3 columna 9-12) [Valor de pH
fosfato 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 6,0
fosfato 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 6,5

Tris 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 7,0
Tris 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 7,5
fosfato 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 6,0
fosfato 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 6,5
Tris 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 7,0

12




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2462392 T3

Tris 50 mM, NaCl 50 mM + NaCl 100 mM + NaCl 200 mM 7,5

En las figuras Fig. 3.9 a Fig. 3.12 estan representadas graficamente las partes porcentuales de la cantidad total
aplicada de mAb1 por pocillo en las etapas individuales en las condiciones indicadas. Con respecto al indice de
recuperacion de la proteina diana y concentraciones de sal ventajosamente bajas (minimizacion deseada en vista,
por ejemplo, de los costes con transferencia a escalas industriales) se identificaron como condiciones adecuadas la
carga a pH 5y la elucién a pH 6,5 y sal 0,05 M en EMD Fractogel® S03 (véase Fig. 3.12, B10-B12).

Ejemplo 4: capacidad de correlacion de los resultados del procedimiento de identificacion de acuerdo con la
invencién en placas de filtro de micropocillos con los resultados de ensayos en columna convencionales

Con aplicacion de las condiciones optimizadas establecidas en el Ejemplo 3 se llevaron a cabo ensayos de
cromatografia en columna con 1 ml de volumen de lecho. El caudal ascendi6 a 0,5 ml/min. La carga de la columna
se realizé con una concentracién de sal de NaCl 0 M a pH 5. La etapa de lavado se realizd en las mismas
condiciones. Para la elucién se usé un gradiente escalonado de NaCl 0 / 0,05/ 0,1 / 0,2 M. Este reproduce las
condiciones de la identificacion en la placa de filtro de micropocillos en la que se habia usado EMD Fractogel® SO3
y la etapa de unién a pH 5 y las etapas de elucién se habian llevado a cabo a pH 6,5.

En la Fig. 4 estan superpuestos el perfil de elucién de la cromatografia en columna llevada a cabo de la anterior
manera (linea continua: concentracion de proteina; linea discontinua: conductividad) y las partes porcentuales de la
cantidad total aplicada de mAb1 por pocillo como se habian obtenido en identificaciones de acuerdo con la invencion
en placas de filtro multipocillo en las condiciones correspondientes en el Ejemplo 3 (barras). A partir del analisis
posterior de las soluciones de paso y los eluatos mediante SDS-PAGE se pudo comprobar que la distribucion del
producto de mAb1 en los picos coincide con la de la identificacion, es decir, que estaba presente mAbl1 concentrado
en los correspondientes eluatos. Esto demuestra la capacidad de transferencia de las condiciones de cromatografia
optimizadas establecidas de acuerdo con el procedimiento de acuerdo con la invencion a procedimientos en los que
se usan columnas de cromatografia.

Ejemplo 5: identificacion con respecto al comportamiento de un anticuerpo monoclonal en matrices de interaccion
hidréfoba en distintas condiciones de cromatografia

Para este ejemplo se us6 un anticuerpo mAb2 ya concentrado en una primera etapa mediante cromatografia de
afinidad de rProteinaA. El objetivo de la identificacion era constatar el comportamiento de mAb2 con respecto a
matrices de interaccion hidréfoba como materiales de cromatografia, para decidir si en el proceder posterior se han
de examinar condiciones de unién o de paso con respecto al anticuerpo mAb2, es decir, si se puede conseguir un
efecto adicional de purificacion al dejar que el anticuerpo se una a la columna y dejando que las impurezas eluyan
de la mejor forma posible, o dejando eluir el anticuerpo y efectuando el empobrecimiento en cuanto a impurezas
mediante su unién al material de la columna.

Se usaron los siguientes materiales de cromatografia: fenil Sepharose® HP, fenil Sepharose® FF, Toyopearl® fenilo
y Toyopearl® butilo. Las soluciones de proteina empleadas se ajustaron a las condiciones indicadas en la Tabla 5.1:

Tabla 5.1: condiciones para los combinados de carga (soluciones de ensayo que contenian mAb2) en el ciclo 1y 2

Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado | Combinado
1 2 3 4 5 6 7 8
pH 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Sulfato de|OM 0,1 M 0,26 M 0,3M 0,4M 0,6 M 0,8M 1M
amonio (AS)
Volumen 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
[ml]
Contenido 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64
[mg/ml)

Se usaron suspensiones al 10 % de los materiales de cromatografia en soluciéon de etanol al 20 % y de este modo
se genero un lecho de gel de 0,05 ml. Se trabaj6 segin el procedimiento parcialmente discontinuo. Al igual que en el
Ejemplo 3, después de dos etapas de equilibrado siguid la carga con solucién de ensayo que contenia proteina
(véase la Tabla 5.1) y una etapa de lavado (con suspension del material de cromatografia). A continuacion se eluyé
en tres etapas. Los tampones se dispusieron, tal como esta indicado en las Tablas 5.2 y 5.3, respectivamente en dos
placas de pocillos profundos segun la estructura de ensayo descrita en el Ejemplo 1. De cada condicién se llevé a
cabo una triple determinacién. Ya que en la solucién de proteina usada para la identificacién solamente habia pocas
impurezas, a continuacion se pudo determinar la concentracion del producto mediante la absorcién a 280 nm en el
fotdbmetro de placa de microtitulacion.
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Tabla 5.2: condiciones de tampdn y disposicion sobre la placa de pocillos profundos 1

Equilibrado 1 (DWP1.1 columna 1- | Equilibrado 2 (DWP1.2 columna 5- | Lavado (DWP1.3 columna 9- | Valor de
4) 8) 12) pH
Tris 50 MM AS O M Tris50 MM ASOM Tris 50 MM AS O M
Tris 50 mM, AS 0,1 M Tris 50 mM, AS 0,1 M Tris50 MM AS 0,1 M
Tris 50 mM, AS 0,2 M Tris 50 mM, AS 0,2 M Tris 50 mM, AS 0,2 M
Tris 50 mM, AS 0,3 M Tris 50 mM, AS 0,3 M Tris 50 mM, AS 0,3 M
Tris 50 mM AS 0,4 M Tris 50 mM AS 0,4 M Tris 50 mM AS 0,4 M PH 6.5
Tris 50 mM, AS 0,6 M Tris 50 mM, AS 0,6 M Tris 50 mM, AS 0,6 M
Tris 50 mM, AS 0,8 M Tris 50 mM, AS 0,8 M Tris 50 mM, AS 0,8 M
Tris 50 mM, AS1 M Tris 50 mM, AS 1 M Tris 50 mM, AS1 M
Tabla 5.3: condiciones de tampon y disposicion sobre la placa de pocillos profundos 2
Elucién 1 (DWP2.1 columna 1-4)|Elucién 2 (DWP2.2 columna 5-8)|Elucién 3 (DWP2.3 columna 9-12)|Valor de pH
Tris50 MM ASOM Tris50 MM ASOM Tris50 MM ASOM
Tris 50 mM, ASO M Tris 50 mM, ASO M Tris 50 mM, ASO M
Tris 50 mM, AS 0,1 M Tris 50 mM, ASO M Tris 50 mM, ASO M
Tris 50 mM, AS 0,2 Tris 50 mM, AS 0,1 Tris50 MM ASOM
pH 6,5

Tris50 MM AS 0,2 M

Tris50 MM AS 0,1 M

Tris50 mM, ASO M

Tris 50 mM, AS 0,4 M

Tris 50 mM, AS 0,2 M

Tris50 mM, ASO M

Tris 50 mM, AS 0,6 M

Tris 50 mM, AS 0,3 M

Tris 50 mM, ASO M

Tris 50 mM, AS 0,6 M

Tris 50 mM, AS 0,3 M

Tris 50 mM, ASO M

Las concentraciones de producto en las fracciones individuales estan representadas en las figuras Fig. 5.1. a Fig.
5.4. Se comprobé que mAb2 se une Unicamente con concentraciones de sal muy elevadas a la matriz hidrofoba.
Con ello, en el caso de mAb2 es mas adecuado configurar una etapa del proceso de cromatografia de interaccion
hidréfoba como etapa de cromatografia de paso. Las condiciones optimas para esto se pueden establecer, de forma
rapida y con una reducida complejidad de costes, gracias a otras identificaciones llevadas a cabo de acuerdo con el
procedimiento de acuerdo con la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para hallar parametros adecuados para procedimientos de cromatografia para la separacion de
biomoléculas, llevandose a cabo, con variacion de parametros individuales, ensayos con material de cromatografia
gue incluyen una secuencia de etapas de etapas de equilibrado, carga, lavado y elucién y deduciéndose parametros
optimos a partir de los resultados de estos ensayos, empleandose el material de cromatografia por enfoque en una
cantidad para que el lecho de gel obtenido con ello presente un volumen entre 0,01 mly 2 ml, en el que

(a) una puesta en suspension de un material de cromatografia se pone en multiples cavidades de una placa de
filtro multipocillo,

(b) en las cavidades provistas de la puesta en suspension se genera un lecho de gel himedo al retirarse el
sobrenadante sobre el material de cromatografia mediante centrifugacion o mediante aplicacion de una
diferencia de presion,

(c) para el equilibrado del material de cromatografia que se encuentra en las cavidades se afiade al lecho de gel
hamedo una solucion de tamp6n de equilibrado y el lecho de gel se pone en suspensién (etapa de equilibrado),
(d) correspondientemente a la etapa (b) se genera un lecho de gel himedo,

(e) opcionalmente, las etapas (c) y (d) se repiten varias veces, en particular una vez, dos veces o tres veces,

(f) para la carga del material de cromatografia se afiade al lecho de gel una solucién de ensayo que contiene al
menos una biomolécula y se pone en suspension el lecho de gel (etapa de carga),

(g) correspondientemente a la etapa (b) se genera un lecho de gel himedo,

(h) para el lavado del material de cromatografia se afiade al lecho de gel una solucion de lavado, poniéndose
opcionalmente en suspension el lecho de gel (etapa de lavado),

(i) correspondientemente a la etapa (b) se genera un lecho de gel humedo,

(k) opcionalmente, las etapas (h) e (i) se repiten varias veces, en particular una vez, dos veces o tres veces,
pudiendo presentar las soluciones de lavado usadas composiciones iguales o diferentes y poniéndose en
suspensién o no poniéndose en suspension opcionalmente el lecho de gel,

() para la elucién de la biomolécula se afiade al lecho de gel una solucién de elucién sin causar una puesta en
suspensién del lecho de gel (etapa de elucion),

(m) correspondientemente a la etapa (b) se genera un lecho de gel humedo y en este caso se recoge el eluato,
(n) opcionalmente, las etapas (I) y (m) se repiten varias veces, en particular una vez, dos veces o tres veces,
pudiendo presentar las soluciones de elucién usadas composiciones iguales o diferentes y

(o) los eluatos recogidos se analizan.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que se llevan a cabo las etapas de equilibrado, carga,
lavado y elucién en varios enfoques paralelos, diferenciandose las condiciones de cromatografia al menos en dos de
los enfoques y deduciéndose, mediante comparacion de los resultados de la cromatografia de los respectivos
enfoques, condiciones ventajosas de cromatografia.

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, en el que se llevan a cabo una o varias etapas
mediante el uso de un robot de pipeteado.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que se emplea como material de
cromatografia un material para la cromatografia de intercambio i6nico, de interaccidon hidréfoba, de afinidad, de
hidroxiapatita, de fase inversa, de induccion de carga hidréfoba o de modo mixto.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que se realiza la puesta en suspension
mediante agitacion del material de cromatografia o de la placa de filtro multipocillo o mediante el pipeteado hacia
arriba y abajo del material de cromatografia.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, siendo la biomolécula una proteina, una mezcla
de proteinas 0 una mezcla de proteinas de célula hospedadora y una proteina diana sobreexpresada.

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, incubandose después de la adicion de la
solucion de equilibrado y/o la solucién de ensayo y/o la solucién de lavado y/o la solucion de elucion el material de
cromatografia con la solucién de equilibrado, ensayo, lavado o elucion.

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que los eluatos de la o de las etapas de
elucién y opcionalmente ademas las soluciones de paso de las etapas de carga y lavado se recogen y se analizan.
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FIG. 2
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FIG. 3

Fig. 3.1: SP Sepharose FF:
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Fig. 3.2: Toyopearl SP
650M:
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Fig. 3.3: Toyopearl SP 550 C:
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Fig. 3.4: EMD Fractogel SO3: .
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Fig. 3.5: CM Ceramic Hyper DLS:
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Fig. 3.7: Poros 50 HS:

ES 2462392 T3

100%
gr
< Y
B0% E '\.—5
¥ Y
70% ¥ H
¥ ¥
80% ¥ H
¥ ¥
50% R g ]
Y ¥
40% - R
¥ ¥
30% ¥ hH
20% ¥ Y
v §
10% v -
% i L L 3
Solucion | 4yadot Elut Elu2 Elu3 Proteina total
de paso
BAGT-A0O (pH4/0/0/0,3 /0,61 1) Q@ B07:809 {pH4,5/0/0/0,3/0,6/1) C1C07-CO8 (pH5/0/0/0,3/0,6/ 1)
CID07-D03 (pH5,5/0/0/0,3105/ 1) B E07-E09 {(pH6/0/0/0,3/05/1) BFO7-F03 (PH6,5/0/0/0,310,6/1)
BG07-GO9 (pH7/0/070,310,6/1) EHO7-HOO (pH 510/010,3/06/1)

Fig. 3.8: CM Sepharose FF:

100% Zave
Z
90% q 2a
80% 18 F
70% 3 i g
R~ >
60% ¥
¥ 7
50% ¥ i
¥ %
a0% g s
30% -
20% é ,
10% Z ; g H
0% Z=l = ¥ : %
Solucién Lavado1 Elu2 Elu 3 Proteina total
de paso
EAID-A12 (pHA/010/0,3/0,6/1) @B10-812(pH4,5/0/0/0,3/0671) OcC10-C12(pH5/0/0/0,3/0,6/1)
QDi0-D12(pH55/0/0/03/0811) BE10-E12(pHE/0/0/03/06/ 1) QGF10-F12 (pHE85/0/0/03/08/1)
DIG07-GO9{pH 7 /0/0/0,3/06/ 1) EH10-H12(pH5/04010,3/05/1)

21




ES 2462392 T3

Fig. 3.9: SP Sepharose FF:
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Fig. 3.11: Poros 50 HS:
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Fig. 3.12: EMD Fractogel SO3:

100%
90% ] - =
80% : 2
ot I e
0% e
50% - A
0% — i =
SR = 2
h 5 i EA)
30% g ﬂ g %'
N i A
20% ¥ & 5 A
N i = A
Sl B : A
10% Y g »‘% :::
9:;:'“:;::2 Lavado1 Bu2 Bu3 Proteina total
mAID-A12(pHB/0/0/0,05/0,1/0,2) QBI0-B12({pHES5/0/0/0,05/0,1/0,2) O C10-CI2(pH7 70/ 070,05(0,1/0,2)
D10-D12 (pH7,5/0/0/0,0570,1/0,2) @EIEI2(pHE/0/0/0,05/0,1/0,2) EFI0-FI2 (pHB,5/0/0/0,05/6,1/0,2
mG07-G09 (pH7 /04 0/005/0,110,2) EIHIO-HI2{pH7,5/070/0,05/0,170,2)

23



ES 2462392 T3

Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 5.1: Fenil Sepharose HP:
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Fig. 56.2: Fenil Sepharose FF:
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Fig. 5.3: Toyopearl Fenilo:
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Fig. 5.4: Toyopearl Butilo:
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