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DESCRIPCION

Cromatografia de intercambio i6nico con selectividad mejorada para la separacién de monémeros, agregados y
fragmentos polipeptidicos mediante la modulacion de la fase movil

En el presente documento se informa de un procedimiento para separar monémeros, agregados y fragmentos de
polipéptidos usando cromatografia de intercambio iénico, por el que en la etapa de recuperacién se afiaden un
polimero no iénico y un aditivo a la fase movil.

Antecedentes de lainvencion

Las proteinas, y especialmente las inmunoglobulinas, desempefian un papel importante en la cartera médica
actual. Los polipéptidos para uso en aplicaciones farmacéuticas se producen principalmente en células de
mamifero tales como células CHO, células NSO, células Sp2/0, células COS, células HEK, células BHK, células
PER.C6® y similares.

Debido a sus propiedades quimicas y fisicas, tales como la masa molecular y la arquitectura de dominio que
incluye modificaciones secundarias, el procesamiento posterior de las inmunoglobulinas es muy complicado. Por
ejemplo, tanto en los medicamentos formulados como en los productos intermedios en el procesamiento
posterior (DSP) se requieren soluciones concentradas para lograr bajos volimenes que permitan una
manipulacion y almacenamiento de aplicaciones econdmicos. El procesamiento posterior de inmunoglobulinas
producidas biotecnol6gicamente comprende tipicamente tres etapas de cromatografia: una primera etapa de
cromatografia de afinidad usando, por ejemplo, Proteina A, para extraer moléculas que no son inmunoglobulinas,
seguida de dos etapas de cromatografia de intercambio ionico. La inmunoglobulina purificada se obtiene en una
solucién a baja concentracion que requiere una etapa de concentracion antes de formular el anticuerpo en la
formulacion farmacéutica. Muchas proteinas, incluyendo las IgG, forman dimeros, oligdmeros o agregados de
orden superior. Para proporcionar un producto proteico terapéutico con la pureza requerida, estas especies
moleculares se tienen que extraer mediante el procedimiento de purificacion.

Diferentes procedimientos estan bien establecidos y se utilizan ampliamente para la purificacion de proteinas
(Vijayalakshmi, M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102). Zhou, J.X., et al. (J. Chrom. A 1175 (2007) 69-
80) informan de una cromatografia de intercambio catidnico con gradiente hibrido de pH-conductividad para la
purificacién de anticuerpos monoclonales a escala industrial. La separacion de mondémeros de anticuerpos de
sus multimeros mediante el uso de cromatografia de intercambio i6nico se describe en el documento
EP 1084 136. El documento US 5.429.746 se refiere a la aplicacion de cromatografia de combinacion de
cromatografia de interaccion hidr6foba a la purificacion de proteinas de moléculas de anticuerpos.

La modulacion del disolvente de la cromatografia en columna se describe en Arakawa, T., et al. en Prot. Pep.
Lett. 15 (2008) 544-555. En el documento EP 1 729 867 se informa de un procedimiento para la purificacion
cromatografica. La extraccion de agregados de anticuerpos mediante cromatografia de hidroxiapatita se describe
en Gagnon, P. y Beam, K., en Curr. Pharm. Biotechnol. 10 (2009) 440-446. En J. Immunol. Meth. (336 (2008)
222-228), Gagnon, P. informa de una extraccion mejorada de agregados de anticuerpos por cromatografia de
hidroxiapatita en presencia de polietilenglicol. En el documento WO 2004/013162 se informa de una capacidad
de unién dinamica incrementada en la cromatografia de intercambio iGnico mediante la adicion de polietilenglicol.
En el documento WO 2005/094960 se informa de un procedimiento para la purificacion cromatogréafica. La
capacidad y la purificacién mejoradas de anticuerpos mediante cromatografia en modo mixto en presencia de
polimeros orgénicos no idnicos solubles en agua se describe en el documento WO 2008/086335. En el
documento WO 2009/149067 se informa de un procedimiento para la purificacion de anticuerpos.

Milby, K.H., et al. informan de la cromatografia de intercambio i6nico de proteinas y del efecto de polimeros
neutros en la fase movil (J. Chrom. 482 (1989) 133-144). En Biotechnology Techniques (12 (1998) 289-293),
Feng, X-L., et al. informan de que el polietilenglicol mejora la purificacion del factor de necrosis tumoral humano
recombinante durante la cromatografia de intercambio iénico. Un procedimiento para obtener selectividades
Unicas en la cromatografia de intercambio i6nico mediante la adicion de polimeros orgéanicos a la fase movil es
descrito por Gagnon, P., et al. (J. Chrom. 743 (1996) 51-55). Gagnon, P. informa en un articulo de Internet en
validated.com (http://www.validated.com/revalbio/pdffiles/ionslect.pdf) de la puesta a punto de la selectividad en
los intercambiadores de iones. En el documento WO 2009/149067 se informa de un procedimiento para la
purificacién de anticuerpos.

Resumen de lainvencién

Se ha encontrado que se pueden emplear altas concentraciones de PEG durante la cromatografia de
intercambio catidnico en presencia de ciertos aditivos (potenciadores de la solubilidad) para modular la
selectividad y mejorar la resolucién del monémero de anticuerpo y de las especies agregadas, por ejemplo, en
comparacioén con los procedimientos que emplean PEG solamente.
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En el presente documento se informa de un procedimiento para aislar u obtener o producir un polipéptido de
interés en forma monomérica a partir de otro(s) componente(s), tal como el polipéptido de interés en forma
agregada, que comprende al menos una etapa cromatografica. En un modo de realizacién, el procedimiento
comprende poner en contacto una solucidon que comprende el polipéptido de interés con un material de
cromatografia de intercambio catiénico, en el que el contacto con el material de cromatografia tiene lugar en
ausencia de un polimero no iénico y un aditivo, y en el que la recuperacién tiene lugar en presencia de un
polimero no iénico y un aditivo.

Se ha encontrado que, usando un aditivo adicional en un procedimiento del que se informa en el presente
documento, se puede mejorar el efecto del polimero no i6nico.

En el presente documento se informa de un procedimiento para la producciéon de un anticuerpo en forma
monomeérica que comprende las siguientes etapas:

- aplicar una soluciéon que comprende un polimero no i6nico y un aditivo a un material de cromatografia
sobre el que se ha adsorbido un anticuerpo, por la que el anticuerpo en forma monomérica permanece
adsorbido sobre el material de cromatografia de intercambio iénico, y

- recuperar el anticuerpo en forma monomérica del material de cromatografia de intercambio i6nico
aplicando una solucién que comprende un polimero no iénico, un aditivo y un compuesto de elucién, y
produciendo de este modo el anticuerpo en forma monomérica.

En el presente documento se informa de un procedimiento para producir una preparacion de polipéptido con
contenido reducido de proteina de célula hospedadora mediante el cual la preparacion se obtiene de un
sobrenadante de cultivo de células de mamifero, especialmente un sobrenadante de cultivo de células CHO, que
comprende las siguientes etapas:

- aplicar una solucion que comprende un polimero no iénico y un aditivo a un material de cromatografia
sobre el que se ha adsorbido el polipéptido, por la que el polipéptido en forma monomérica permanece
adsorbido sobre el material de cromatografia de intercambio i6nico, y

- recuperar el polipéptido en forma monomérica del material de cromatografia de intercambio i6nico
aplicando una solucién que comprende un polimero no idnico, un aditivo y un compuesto de elucioén, y
produciendo de este modo la preparacion de polipéptido con contenido reducido de proteina de célula
hospedadora.

En el presente documento se informa de un procedimiento para determinar la concentracion de un polimero no
ibnico y un aditivo para uso en una cromatografia de intercambio i6nico de un polipéptido que comprende las
siguientes etapas:

- determinar en solucion, en ausencia del aditivo, la concentracion del polimero no i6énico a la que menos
del 50 % del polipéptido permanece en solucion,

- determinar en solucion, en presencia de una concentracion del polimero no idnico que se ha determinado
en la etapa previa, la concentraciéon del aditivo a la que mas del 95 % del polipéptido permanece en
solucién,

determinando de este modo la concentracion de un polimero no iénico y un aditivo.

En el presente documento se informa de un procedimiento para la produccion de un anticuerpo en forma
monomérica que comprende la siguiente etapa:

- recuperar el anticuerpo en forma monomérica de un material de cromatografia de intercambio i6nico
aplicando una solucién que comprende un polimero no iénico, un aditivo y un compuesto de elucion, y
produciendo de este modo el anticuerpo en forma monomérica,

en el que la eficiencia de separacion (resolucién) de la cromatografia se mejora en comparacién con una
cromatografia en ausencia del polimero no iénico, y

en el que la concentracion empleada del polimero no iénico daria como resultado una precipitacion parcial o
completa del anticuerpo en ausencia del aditivo.

En un modo de realizacion, el material de cromatografia de intercambio iénico no es un material de cromatografia
de intercambio catiénico.
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El polimero no iénico se puede seleccionar del grupo que comprende poli(etilenglicol) (PEG), poli(propilenglicol)
(PPG), copolimeros PEG-PPG y copolimeros tribloque compuestos de poli(oxipropileno) (poli(6xido de
propileno)) flanqueado por poli(oxietileno) (poli(dxido de etileno)). En un modo de realizacién adicional, el
polimero no iénico es poli(etilenglicol).

El aditivo se puede seleccionar del grupo que comprende zwitteriones, aminoacidos, urea, derivados de urea,
anfolitos, CHAPSO, productos naturales, azlcares y polioles. En un modo de realizacién adicional, el aditivo es
sorbitol.

El polimero no i6nico puede tener una concentracién de aproximadamente un 5 % a un 15 % en peso y/o el
aditivo tiene una concentracion de un 3 % a un 25 % en peso.

En un modo de realizacion, el polipéptido es un anticuerpo de clase IgG o IgD o IgE o IgA. En otro modo de
realizacion, el polipéptido es un anticuerpo de clase IgG, subclase IgG1 o subclase 1gG2 o subclase 1gG3 o
subclase IgG4.

En un modo de realizacion, el procedimiento comprende las siguientes etapas:

- aplicar una primera solucién que comprende opcionalmente un polimero no i6énico y un aditivo a un
material cromatografico de intercambio idnico y equilibrar de este modo el material de cromatografia de
intercambio idnico,

- aplicar una solucién tamponada que comprende el polipéptido al material de cromatografia equilibrado y
adsorber de ese modo el polipéptido sobre el material de cromatografia, por la que la solucion esta
esencialmente libre de un polimero no iénico y un aditivo,

- aplicar una solucion tamponada que comprende un polimero no i6nico y un aditivo al material de
cromatografia, por la que el polipéptido en forma monomérica permanece adsorbido sobre el material de
cromatografia de intercambio ionico, y

- recuperar el polipéptido en forma monomérica del material de cromatografia de intercambio i6nico
aplicando una solucién que comprende un polimero no iénico, un aditivo y un compuesto de elucion.

En un modo de realizacion, el polipéptido es un anticuerpo.

En un modo de realizacién se aplican aproximadamente 40 g de polipéptido (anticuerpo) por litro de material de
cromatografia. En un modo de realizacion se aplican aproximadamente 30 g de polipéptido (anticuerpo) por litro
de material de cromatografia. En un modo de realizacién se aplican aproximadamente 20 g de polipéptido
(anticuerpo) por litro de material de cromatografia.

Un aspecto segun se informa en el presente documento es un procedimiento para producir un anticuerpo de la
clase 1gG en forma monomérica que comprende las siguientes etapas:

- aplicar una primera solucion que comprende opcionalmente poli(etilenglicol) y sorbitol a un material
cromatografico de intercambio catidnico y equilibrar de ese modo el material,

- aplicar la solucién que comprende el anticuerpo de la clase IgG al material de cromatografia equilibrado y
cargar de este modo el material de cromatografia,

- producir el anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica aplicando una solucion al material
cromatografico que comprende poli(etilenglicol) y sorbitol y desorbiendo/eluyendo de este modo el
anticuerpo de la clase IgG en forma monomeérica del material cromatografico, por la que el polimero de
poli(etilenglicol) tiene una concentracion de un 10 % en peso y el sorbitol tiene una concentraciéon de un
5 % a un 20 % en peso.

Otro aspecto segun se informa en el presente documento es un procedimiento para producir un anticuerpo de la
preparacion de la clase IgG con contenido reducido de proteina de célula hospedadora que comprende las
siguientes etapas:

- aplicar una primera solucion que comprende opcionalmente poli(etilenglicol) y sorbitol a un material
cromatografico de intercambio catiénico y equilibrar de ese modo el material,

- aplicar la solucién que comprende el anticuerpo de la clase IgG al material de cromatografia equilibrado y
cargar de este modo el material de cromatografia,
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- producir el anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica aplicando una solucion al material
cromatografico que comprende poli(etilenglicol) y sorbitol y desorbiendo/eluyendo de este modo el
anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica del material cromatografico, por la que el poli(etilenglicol)
tiene una concentracion de un 10 % en peso y el sorbitol tiene una concentracién de un 5 % a un 20 % en
peso.

Descripcion detallada de laiinvencién

En el presente documento se informa de un procedimiento para producir un polipéptido de interés en forma
monomeérica separandolo de otro(s) componente(s), tal como el polipéptido de interés en forma agregada, que
comprende al menos una etapa cromatografica. En un modo de realizacion, el procedimiento comprende poner
en contacto una soluciéon que comprende el polipéptido de interés y un material de cromatografia de intercambio
catiénico, en el que el contacto con el material de cromatografia tiene lugar en ausencia de un polimero no iénico
y un aditivo, y en el que la recuperacion tiene lugar en presencia de un polimero no iénico y un aditivo.

Se ha encontrado que la presencia de un polimero no idnico y un aditivo aumenta la diferencia en el tiempo de
retencion (resolucion) de un polipéptido en forma monomérica en comparacion con el polipéptido en forma
agregada en un material de cromatografia de intercambio catiénico, permitiendo de este modo una nueva
selectividad para mejorar la extraccion de un polipéptido en forma agregada del polipéptido en forma
monomérica.

Especialmente, se ha encontrado que se pueden emplear altas concentraciones de PEG durante la
cromatografia de intercambio catidnico en presencia de ciertos aditivos (potenciadores de la solubilidad) para
modular la selectividad y mejorar la resolucion del monémero de anticuerpo y de las especies agregadas, por
ejemplo, en comparacion con los procedimientos que emplean PEG solamente.

El poli(etilenglicol) es viscoso y las altas viscosidades de los tampones de migracion en aplicaciones
cromatograficas dan lugar a ciertas limitaciones préacticas durante las aplicaciones cromatograficas.

Un procedimiento de separacion cromatografica se puede caracterizar por la resolucion de los picos individuales
del cromatograma de elucion. El valor de la resolucion se puede calcular de acuerdo con Kaltenbrunner, O., et
al., Biotechnol. Bioeng. 98 (2007) 201-210, o Grushka, E., Anal. Chem. 44 (1972) 1733-1738.

Los procedimientos cromatogréaficos generales y su uso son conocidos por el experto en la técnica. Véase, por
ejemplo, Heftmann, E., (ed.), Chromatography, 5.2 edicion, Part A: Fundamentals and Techniques, Elsevier
Science Publishing Company, Nueva York, (1992); Deyl, Z., (ed.), Advanced Chromatographic and
Electromigration Methods in Biosciences, Vol. 60, Elsevier Science BV, Amsterdam, Paises Bajos, (1998); Poole,
C.F., y Poole, S.K., Chromatography Today, Elsevier Science Publishing Company, New York (1991); Scopes,
Protein Purification: Principles and Practice, Springer Verlag (1982); Sambrook, J. et al., (ed.), Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); o
Ausubel, F.M. et al., (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York (1998).

Un «polipéptido» es un polimero de residuos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, ya sean producidos
natural o sintéticamente. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 20 residuos de aminoacidos se
denominan «péptidos». Una «proteina» es una macromolécula que comprende una o mas cadenas
polipeptidicas o al menos una cadena polipeptidica de mas de 100 residuos de aminoacidos. Un polipéptido
también puede comprender componentes no peptidicos, tales como grupos carbohidrato. Los grupos
carbohidrato y otros sustituyentes no se peptidicos pueden a un polipéptido por la célula en la que se produce el
polipéptido, y variaran con el tipo de célula. Los polipéptidos se definen en el presente documento en términos de
sus estructuras del esqueleto de aminoacidos; los sustituyentes, tales como los grupos carbohidrato en general
no se especifican, pero pueden estar presentes de todos modos.

El término «aplicar a» denota una etapa parcial de un procedimiento de purificacién en la que una solucién se
pone en contacto con un material de cromatografia. Esto denota que a) la solucion se afiade a un dispositivo
cromatografico en el que esta contenido el material de cromatografia, o b) que el material de cromatografia se
afiade a una solucién que comprende el polipéptido. En el caso a), la solucién pasa a través del dispositivo
permitiendo la adsorcidon de las sustancias contenidas en la solucion sobre el material de cromatografia.
Dependiendo de las condiciones, tales como, por ejemplo, pH, conductividad, concentracion de sal, temperatura
y/o caudal, algunas sustancias de la solucion se adsorben sobre el material de cromatografia y otras sustancias
se pueden recuperar de la fraccion no adsorbida. La «fraccién no adsorbida» denota la soluciéon obtenida
después del paso del dispositivo, que puede ser la solucion aplicada o una solucién tamponada, que se usa para
lavar la columna o para provocar la elucién de sustancias adsorbidas sobre el material de cromatografia. En un
modo de realizacion, el dispositivo es una columna o un casete. En el caso b), el material de cromatografia se
puede afiadir, por ejemplo, como un sélido, a la solucion, por ejemplo, que contiene la sustancia de interés que
se va a purificar, permitiendo una interaccion entre el material de cromatografia y las sustancias en solucion.
Después de la interaccion, el material de cromatografia se extrae, por ejemplo, por filtracion, y la sustancia unida
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al material de cromatografia también se extrae con este de la solucién, mientras que las sustancias no unidas al
material de cromatografia permanecen en solucion. En un modo de realizacion se adsorben aproximadamente
40 g de polipéptido (anticuerpo) por litro de material de cromatografia. En un modo de realizacion se adsorben
aproximadamente 30 g de polipéptido (anticuerpo) por litro de material de cromatografia. En un modo de
realizacién, se adsorben aproximadamente 20 g de polipéptido (anticuerpo) por litro de material de
cromatografia.

El término «modo de unién y elucién» denota un modo de funcionamiento de una etapa de cromatografia, en la
que se aplica una solucién que contiene una sustancia de interés que se va a purificar a un material de
cromatografia, por el que la sustancia de interés se une al material de cromatografia. Por lo tanto, la sustancia de
interés queda retenida en el material de cromatografia, mientras que las sustancias que no son de interés se
eliminan con la fraccién no adsorbida o el sobrenadante. La sustancia de interés se recupera después del
material de cromatografia en una segunda etapa con una solucién de elucién. En un modo de realizacion, el
procedimiento del que se informa en el presente documento se realiza en modo de unién y elucién.

Las soluciones empleadas en el procedimiento del que se informa en el presente documento son soluciones
brutas o tamponadas. El término «solucién tamponada» denota una solucién en la que los cambios de pH
debidos a la adicion o liberacion de sustancias &acidas o alcalinas se equilibran mediante la sustancia tampon
disuelta. Se puede usar cualquier sustancia tampon con dichas propiedades. En general, se usan sustancias
tampon farmacéuticamente aceptables. En un modo de realizacion, la solucién tamponada se selecciona entre
una solucion tamponada con fosfato que consiste en acido fosférico y/o sales del mismo, o una solucién
tamponada con acetato que consiste en acido acético y sales del mismo, o una solucién tamponada con citrato
que consiste en acido citrico y/o sales del mismo, o una soluciéon tamponada con morfolina, o una solucién
tamponada con 2-(N-morfolino)etanosulfénico, o una soluciébn tamponada con histidina, o una solucion
tamponada con glicina o una solucién tamponada con tris(hidroximetillaminometano (TRIS). En otro modo de
realizacién, la solucion tampon se selecciona entre una solucién tamponada con fosfato, o una solucion
tamponada con acetato, 0 una solucién tamponada con citrato 0 una solucién tamponada con histidina.
Opcionalmente, la solucién tamponada puede comprender una sal adicional, tal como, por ejemplo, cloruro de
sodio, sulfato de sodio, cloruro de potasio, sulfato de potasio, citrato de sodio o citrato de potasio.

Los términos «elucion continua» y «procedimiento de elucion continua» denotan un procedimiento en el que la
conductividad de una solucion que causa elucién, es decir, la recuperacion de un compuesto unido de un
material de cromatografia, se cambia, es decir, se aumenta o disminuye, de forma continua, es decir, la
concentracioén se cambia por una secuencia de pequefias etapas cada una no mayor que un cambio de un 2 %,
o de un 1 % de la concentracion de la sustancia que causa elucion. En esta «elucion continua», una o mas
condiciones, por ejemplo, el pH, la fuerza idnica, la concentracién de una sal y/o el flujo de la fase movil se
pueden cambiar de forma lineal o exponencial o asintética. En un modo de realizacién, el cambio es lineal.

El término «elucion por etapas» denota un procedimiento en el que, por ejemplo, la concentraciéon de una
sustancia que causa elucion, es decir, la recuperacion de una sustancia unida de un material de cromatografia,
se aumenta o disminuye de una vez, es decir, directamente desde un valor/nivel al siguiente valor/nivel. En esta
«elucion por etapas», una o mas condiciones, por ejemplo, el pH, la fuerza i6nica, la concentracién de una sal y/o
el flujo de una cromatografia, se pueden cambiar todas a la vez desde un primer valor, por ejemplo, inicial, a un
segundo valor, por ejemplo, final. Por lo tanto, las condiciones se cambian incrementalmente, es decir, paso a
paso, a diferencia de lo que sucede en un cambio lineal.

El término «material de cromatografia de intercambio i6nico» denota una matriz inmdvil de alta masa molecular
que lleva sustituyentes cargados unidos covalentemente usadacomo fase estacionaria en la cromatografia de
intercambio i6nico. Para la neutralidad de la carga global, los contraiones no unidos covalentemente se unen a la
misma. El «material de cromatografia de intercambio iénico» tiene la capacidad de intercambiar sus contraiones
no unidos covalentemente por iones cargados de manera similar de la solucion circundante. Dependiendo de la
carga de sus contraiones intercambiables, la «resina de intercambio i6nico» se denomina resina de intercambio
cationico o resina de intercambio anidnico. Dependiendo de la naturaleza del grupo cargado (sustituyente), la
«resina de intercambio i6nico» se denomina, por ejemplo, en el caso de resinas de intercambio catiénico, resina
de &cido sulfénico (S) o resina de sulfopropilo (SP) o resina de carboximetilo (CM).

Diferentes tipos de materiales de intercambio ionico, es decir, fases estacionarias, estan disponibles bajo
diferentes nombres y de una multitud de empresas tales como, por ejemplo, materiales de intercambio catidnico
Bio-Rex® (por ejemplo, tipo 70), Chelex® (por ejemplo, tipo 100), Macro-Prep® (por ejemplo, tipo CM, High S, 25
S), AG® (por ejemplo, tipo 50W, MP), todos disponibles de BioRad Laboratories, WCX 2 disponible de
Ciphergen, Dowex® MAC-3 disponible de Dow Chemical Company, Mustang C y Mustang S disponibles de Pall
Corporation, Cellulose CM (por ejemplo, tipo 23, 52), hyper-D, partisphere disponible de Whatman plc.,
Amberlite® IRC (por ejemplo, tipo 76, 747, 748), Amberlite® GT 73, Toyopearl® (por ejemplo, tipo SP, CM,
650M) todos disponibles de Tosoh Bioscience GmbH, CM 1500 y CM 3000 disponibles de BioChrom Labs, SP-
Sepharose™, CM-Sepharose™ disponibles de GE Healthcare, resinas Poros disponibles de Applied Biosystems
0 PerSeptive Biosystems, Asahipak ES (por ejemplo, tipo 502C), CXpak P, IEC CM (por ejemplo, tipo 825, 2825,
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5025, LG), IEC SP (por ejemplo, tipo 420N, 825), IEC QA (por ejemplo, tipo LG, 825) disponible de Shoko
America Inc., resina de intercambio catiénico 50W disponible de Eichrom Technologies Inc. En un modo de
realizacion, el material de intercambio catibnico es un material de intercambio catiénico fuerte, tal como Macro-
Prep® High S o 25S, o MacroCap SP, o Toyopearl® SP 650M, o Source S, o SP Sepharose, 0 POLYCAT A, o
Mono S o Highscreen SP.

El término «en condiciones adecuadas para la unién» y los equivalentes gramaticales del mismo denotan que
una sustancia de interés, por ejemplo, un anticuerpo en forma monomérica, se une a una fase estacionaria
cuando se pone en contacto con ella, por ejemplo, un material de intercambio i6nico. Esto no significa
necesariamente que el 100 % de la sustancia de interés se una,, sino que esencialmente el 100 % de la
sustancia de interés se une, es decir, al menos un 50 % de la sustancia de interés se une, en un modo de
realizacion al menos un 75 % de la sustancia de interés se une, en otro modo de realizacién al menos un 85 %
de la sustancia de interés se une, en un modo de realizacion adicional, mas de un 95 % de la sustancia de
interés se une a la fase estacionaria.

En un modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo terapéutico. El término «anticuerpo terapéutico»
designa un anticuerpo que se prueba en estudios clinicos para su aprobacién como agente terapéutico en seres
humanos y que se pueda administrar a un sujeto para el tratamiento de una enfermedad. En otro modo de
realizacién, el anticuerpo terapéutico es un anticuerpo monoclonal. En un modo de realizacion adicional, el
anticuerpo terapéutico se obtiene de un gran simio o de un animal transformado con un locus de anticuerpo
humano o un anticuerpo monoclonal humano o un anticuerpo monoclonal humanizado. En un modo de
realizacion, el anticuerpo terapéutico es un anticuerpo monoclonal humano. En un modo de realizacion adicional,
el anticuerpo terapéutico es un anticuerpo monoclonal humanizado. Los anticuerpos terapéuticos se utilizan
ampliamente para el tratamiento de diversas enfermedades, tales como enfermedades oncolégicas (por ejemplo,
neoplasias malignas hematolégicas y solidas, incluyendo linfoma no Hodgkin, cancer de mama y céncer
colorrectal), enfermedades inmunitarias, enfermedades del sistema nervioso central, enfermedades vasculares o
enfermedades infecciosas. Dichos anticuerpos son, en un modo de realizacién, anticuerpos contra ALK,
receptores de cinasas relacionados con la adhesion (por ejemplo, Axl) o receptores de ERBB (por ejemplo,
EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4), o receptores hepatocelulares productores de eritropoyetina (EPH) (por
ejemplo, EphAl; EphA2, EphA3, EphA4, EphA5, EphA6, EphA7, EphA8, EphB1, EphB2, EphB3, EphB4, EphB5,
EphB6) o receptores del factor de crecimiento de fibroblastos (por ejemplo, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4,
FGFRS5), o Fgr, o IGF-1R, o receptor de insulina, o LTK, o M-CSFR, o MUSK, o receptores de factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (por ejemplo, PDGFR-A, PDGFR-B), o RET, o ROR1, o ROR2, o
ROS, o RYK, o receptores del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (por ejemplo, VEGF-R1/FLT1,
VEGF-R2/FLK1, VEGF3) o receptores tirosina-cinasicos con dominios similares a inmunoglobulinas y similares a
EGF (TIE) (por ejemplo, TIE-1, TIE-2/TEK), o Tec, o TYRO10, o receptores del factor de crecimiento insulinoide
(IGF) (por ejemplo, INS-R, IGF-IR, IR-R) o receptores con dominio discoidina (DD) (por ejemplo, DDR1, DDR2) o
receptor para c-Met (MET) o recepteur d'origine nantais (RON, también conocido como receptor 1 estimulante de
macréfagos), o receptor de FLT3 (tirosina cinasa 3 relacionada con FMS), o receptor del factor estimulante de
colonias 1 (CSF1), o receptor de c-kit (KIT o SCF-R) o receptores relacionados con receptores de insulina (IRR),
0 CD19, o CD20, o HLA-DR, 0 CD33, 0 CD52, 0 G250, 0 GD3, 0 PSMA, o CD56, o CEA, o antigeno de Lewis Y,
o receptor de IL-6.

El término «anticuerpo» abarca las diversas formas de estructuras de anticuerpo, incluyendo anticuerpos
enteros. El anticuerpo es, en un modo de realizacién, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo quimérico o un anticuerpo empobrecido para antigenos de linfocitos T. La ingenieria genética de
anticuerpos se describe, por ejemplo, en Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855;
el documento US 5.202.238; el documento US 5.204.244; Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327;
Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270; Lonberg, N., Nat. Biotechnol. 23 (2005) 1117-1125.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos de la regidn constante de las cadenas pesadas, los anticuerpos se
dividen en las clases: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. Algunas de estas clases se dividen adicionalmente en subclases
(isotipos), es decir, IgG en 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, o IgA en IgAl e IgA2. De acuerdo con la clase a la que
pertenece un anticuerpo, las regiones constantes de la cadena pesada de los anticuerpos se denominan a (IgA),
0 (IgD), € (IgE) e y (IgG), respectivamente. El término «anticuerpo de clase IgG1 humana», por ejemplo, denota
un anticuerpo en el que la secuencia de aminoacidos de los dominios constantes se deriva de la secuencia de
aminoécidos de la IgG1 humana. El término incluye anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
guiméricos y conjugados de anticuerpos.

El término «anticuerpo completo» denota un anticuerpo que comprende dos polipéptidos de cadena ligera
(cadenas ligeras) y dos polipéptidos de cadena pesada (cadenas pesadas). Cada uno de los polipéptidos de
cadena pesada y ligera contiene un dominio variable (regién variable, en general, la parte aminoterminal) que
comprende regiones de unién que son capaces de interactuar con un antigeno. Cada uno de los polipéptidos de
cadena pesada y ligera también comprende una regién constante (en general, la parte carboxiterminal). El
dominio variable de una cadena ligera o pesada comprende a su vez segmentos diferentes, es decir, cuatro
regiones estructurales (FR) y tres regiones hipervariables (CDR).
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El término «conjugado de anticuerpo» designa un polipéptido que comprende al menos un dominio de una
cadena pesada o ligera de anticuerpo conjugada a través de un enlace peptidico a un polipéptido adicional. El
polipéptido adicional puede ser un péptido distinto de un anticuerpo, tal como una hormona, o una toxina, o un
receptor de crecimiento, o un péptido antifusogénico, o un factor del complemento o similar.

Para la purificacion de anticuerpos producidos de forma recombinante se puede emplear una combinacion de
diferentes etapas de cromatografia en columna. En general, una cromatografia de afinidad con proteina A va
seguida por una o dos etapas de separacion adicionales. La etapa final de purificacion es una denominada
«etapa de pulido» para la eliminaciéon de impurezas traza y contaminantes como anticuerpos agregados, HCP
(proteina de la célula hospedadora) residual, ADN (acido nucleico de la célula hospedadora), virus o
endotoxinas.

El término «anticuerpo en forma monomérica» denota una molécula de anticuerpo que no esta asociada a una
segunda molécula de anticuerpo, es decir, que no esta unida de forma covalente ni de forma no covalente a otra
molécula de anticuerpo. El término «anticuerpo en forma agregada» indica una molécula de anticuerpo que esta
asociada, ya sea de forma covalente o no covalente, a al menos una molécula de anticuerpo adicional, y que se
eluye como un Unico pico en una columna de cromatografia de exclusion por tamafio. El término «en forma
monomeérica», como se usa en el presente documento, no necesariamente denota que el 100 % de una molécula
de anticuerpo esta presente en forma monomérica. Denota que un anticuerpo estd esencialmente en forma
monomeérica, es decir, al menos un 90 % del anticuerpo esta en forma monomérica, en un modo de realizacion al
menos un 95 % del anticuerpo esta en forma monomérica, en otro modo de realizacion al menos un 99 % del
anticuerpo esta en forma monomérica, en un modo de realizacion adicional, al menos un 99,5 % del anticuerpo
esta en forma monomérica, y en un modo de realizacion mas de un 99,8 % del anticuerpo esta en forma
monomeérica, determinada como el area del pico de un cromatograma de exclusién por tamafio. El término
«forma de alta masa molecular (HMW)" denota el anticuerpo polimérico, es decir, agregado, por el que este
agregado todavia es soluble en una solucion acuosa tamponada.

El término «100 %», como se usa en el presente documento, denota que la cantidad de componentes distintos
de un componente especificado esta por debajo del limite de deteccion del procedimiento analitico referido en las
condiciones especificadas.

Los términos «90 %», «95 %», «99 %», «99,5 %» y «99,8 %>», como se usan en la presente solicitud, no denotan
valores exactos, sino valores dentro de la exactitud del procedimiento analitico referido en las condiciones
especificadas.

El término «compuesto de elucién» denota una sal usada para recuperar un polipéptido unido de un material de
intercambio idnico, por la que el compuesto aumenta la conductividad del tampdn/solucién. Esto se puede lograr
mediante una mayor concentracion de sal tampdn o mediante la adicién de otras sales, denominadas sales de
elucidn, a la solucion tamponada. Las sales de elucion preferentes son citrato de sodio, cloruro de sodio, sulfato
de sodio, fosfato de sodio, cloruro de potasio, sulfato de potasio, fosfato de potasio, asi como otras sales de
acido citrico y fosférico, y cualquier mezcla de estos componentes. En un modo de realizacion, el compuesto de
elucidn se selecciona entre citrato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio y mezclas de los mismos.

Las formas «humanizadas» de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de roedores) son anticuerpos quimeéricos
que contienen secuencias parciales derivadas de un anticuerpo no humano y de un anticuerpo humano. En su
mayor parte, los anticuerpos humanizados se derivan de un anticuerpo humano (anticuerpo receptor), en el que
los residuos de una regién hipervariable se reemplazan por residuos de una region hipervariable de una especie
no humana (anticuerpo donante), tal como raton, rata, conejo, oveja, cobaya o primate no humano, que tiene la
especificidad y afinidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la regién estructural (FR) del anticuerpo
humano se reemplazan por los correspondientes residuos no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados
pueden comprender modificaciones adicionales, por ejemplo, residuos de aminoacidos que no se encuentran en
el anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Dichas modificaciones dan lugar a variantes de dicho
anticuerpo receptor o donante, que son homdlogas pero no idénticas a la secuencia original correspondiente.
Estas modificaciones se pueden elaborar para refinar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo.

En general, un anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos los dominios variables, al menos uno
y tipicamente dos, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables se corresponden con los
de un anticuerpo donante no humano, y todas o sustancialmente todas las FR son las de un anticuerpo receptor
humano. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado también comprendera al menos una parte de una region
constante de un anticuerpo, tipicamente la de un anticuerpo humano.

En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos residuos
de la region hipervariable y posiblemente algunos residuos de la regién estructural se han sustituido por residuos
de sitios analogos en anticuerpos de roedores 0 primates no humanos.
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El término «anticuerpo monoclonal», como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales de
la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un Unico sitio
antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes sitios antigénicos (determinantes o epitopos), cada anticuerpo monoclonal
se dirige contra un Unico sitio antigénico en un antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos
monoclonales son ventajosos, ya que se pueden sintetizar sin contaminarse con otros anticuerpos. El
modificador «monoclonal» indica el caracter del anticuerpo como obtenido de una poblaciéon sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar como que requiere la produccion del anticuerpo mediante
cualquier procedimiento particular.

El término «anticuerpo quimérico» denota un anticuerpo que comprende un dominio variable, es decir, una regién
de unién, de una primera especie y al menos una parte de una regién constante derivada de una segunda
especie diferente.

Las variantes de secuencia de aminoacidos de un anticuerpo se pueden preparar introduciendo modificaciones
apropiadas en la secuencia de nucleétidos que codifica las cadenas de anticuerpo, o por sintesis de péptidos.
Dichas maodificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones y/o inserciones y/o sustituciones de residuos dentro de
las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede hacer cualquier combinacion de delecién, insercion y
sustitucion para llegar al constructo final, siempre que al constructo final posea las mismas propiedades de unién
al antigeno que el anticuerpo original.

Las sustituciones de aminoacidos conservadoras se muestran en la Tabla1l bajo el encabezamiento de
«sustituciones preferentes». Los cambios méas sustanciales se proporcionan en la Tabla 1 bajo el
encabezamiento de «sustituciones ejemplares» y como se describe a continuacion en referencia a las clases de
cadena lateral de los aminoacidos. Se pueden introducir sustituciones de aminoacidos en las cadenas de
anticuerpos y los productos se pueden cribar para la conservacién de la actividad bioloégica del anticuerpo
original.

Tabla

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GlIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; norleucina Leu

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con las propiedades comunes de la cadena lateral:
() hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

3) acidos: Asp, Glu;

4 bésicos: His, Lys, Arg;
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(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras implicaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra
clase.

El término «fase movil» denota cualquier mezcla de agua y/o tampoén acuoso y/o disolventes organicos que sea
adecuada para recuperar polipéptidos de una columna de cromatografia. El término «eluir» o «elucién»,
respectivamente, en el presente contexto se usa como conoce el experto en la técnica y denota la disolucion,
opcionalmente el desplazamiento, de sustancia(s) adsorbida(s) de sélidos o adsorbentes, que se impregnan con
fluidos, es decir, el material de la columna sobre el que se adsorbe(n) la(s) sustancia(s).

El término «adsorcién» denota la acumulacion de sustancias de un liquido, por ejemplo, una fase maovil, en la
fase limite formada entre el liquido y una fase sélida, en la que esta Ultima puede adsorber las sustancias de
interés en su superficie. Esta adsorcion da lugar a una acumulacion de las sustancias adsorbidas. La sustancia
gue puede acumular la sustancia de interés en su superficie se denomina adsorbente y el material adsorbido se
denomina adsorbato. El término adsorcion habitualmente se distingue del término «absorcién», que aparte de la
acumulacion en una superficie también se refiere a la penetracion de las sustancias acumuladas en el interior del
sélido o fluido adsorbente. En general, la adsorcion es un proceso fisico en el que las sustancias, habitualmente
moléculas, se adhieren a una superficie del adsorbente y, por lo tanto, se acumulan en la superficie respectiva.
Las fuerzas que son responsables de esta adherencia se consideran fuerzas fisicas en lugar de enlaces
quimicos y, por lo tanto, la adsorcién también se conoce en la técnica como adsorcidn fisica o fisisorcién, que no
excluye necesariamente la unién quimica de sustancias a la superficie. Las fuerzas fisicas que intervienen en la
adsorcion de sustancias sobre una superficie son, en la mayoria de los casos, fuerzas de Van der Waals, fuerzas
de London o interacciones dipolo/dipolo, por ejemplo enlaces de hidrégeno o interacciones dipolo-dipolo
inducido, en las que estos términos se usan como se explican en el presente documento o como normalmente se
usan en contexto con adsorcion.

En cromatografia (en columna) habitualmente se usan disolventes como eluyente, es decir, agente eluyente en el
que la(s) sustancia(s) que se ha(n) de eluir es(son) al menos suficientemente soluble(s).

En un modo de realizacion, el polimero no iénico es un polimero no iénico hidréfilo. El polimero se puede
seleccionar entre poliéter no idnico, tal como poli(etilenglicol), poli(propilenglicol) (PPG), copolimeros de bloque
PEG-PPG, copolimeros PEG-PPG, copolimeros tribloqgue compuestos de poli(oxipropileno) (poli(6xido de
propileno)) y dos polimeros de poli(oxietileno) (poli(oxido de etileno)) (Poloxamer, Pluronic™) y otros polimeros
tribloque PEG-PPG-PEG.

El polimero no idnico empleado se puede caracterizar, ademas de por su bloque de construccibn monomeérico,
por su masa molecular dada en Daltons (Da). El término «masa molecular» denota con respecto a los polimeros
la masa molecular media del polimero, ya que los compuestos poliméricos no se obtienen con una masa
molecular definida sino que, de hecho, tienen una distribucion de masas moleculares. La masa molecular de un
polimero se da en la forma «aproximadamente X Da», por lo que «X» denota el valor medio de la masa
molecular del polimero. El término «aproximadamente» indica que, en la preparaciéon del polimero, algunas
moléculas tendran una masa mayor y algunas moléculas tendran una masa menor que la masa molecular media
indicada, es decir, el término aproximadamente se refiere a una distribucion de masas moleculares en la que un
95 % de las moléculas de polimero tienen una masa molecular dentro de +/-30 % de la masa molecular indicada.
Por ejemplo, una masa molecular de 3500 Da denota un intervalo de 2450 kDa a 4550 Da. En un modo de
realizacién, las moléculas de polimero tienen una masa molecular dentro de +/-20 % de la masa molecular
indicada. En un modo de realizacion, las moléculas de polimero tienen una masa molecular dentro de +/-10 % de
la masa molecular indicada.

El polimero no idnico puede estar presente en una solucidn tamponada, tal como una solucién tamponada que
contiene sal. La solucion que comprende el polipéptido de interés se puede obtener directamente del
sobrenadante de cultivo de una célula que comprende un &cido nucleico que codifica el polipéptido. El
sobrenadante puede ser un sobrenadante de cultivo clarificado o no clarificado.

En un modo de realizacion, uno o mas polimeros no iénicos estan presentes en la solucion aplicada al material
de cromatografia para recuperar el polipéptido, especialmente el anticuerpo. En un modo de realizacion, la
solucién aplicada al material de cromatografia para recuperar el anticuerpo en forma monomérica comprende
uno, o dos, o tres, o cuatro o cinco polimeros no ionicos diferentes. Si mas de un polimero no iénico esta
presente en la solucion, la suma de las concentraciones de todos los polimeros no idnicos presentes en la
solucion esta preferentemente dentro del intervalo que se da en el presente documento.

En un modo de realizacion, uno o mas aditivos estan presentes en la solucién aplicada al material de
cromatografia para recuperar el polipéptido, especialmente el anticuerpo. En un modo de realizacion, la solucion
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aplicada al material de cromatografia para recuperar el anticuerpo en forma monomérica comprende uno, o dos,
o tres, o cuatro o cinco aditivos diferentes. Si mas de un aditivo esta presente en la solucion, la suma de las
concentraciones de todos los aditivos presentes en la solucién esta preferentemente dentro del intervalo que se
da en el presente documento.

De forma alternativa, la solucion que comprende el polipéptido de interés puede ser el eluido de una etapa de
cromatografia precedente.

Las interacciones entre el polipéptido de interés y el material de cromatografia de intercambio i6nico pueden ser
adsorcion, es decir, union del polipéptido, o un retraso del polipéptido en relacion con otro(s) componente(s)
también presente(s) en la solucién.

Para recuperar un polipéptido en forma monomérica del material de cromatografia de intercambio i6nico, la
adsorcion va seguida por una etapa de elucién del polipéptido adsorbido de interés en forma monomérica del
material de cromatografia de intercambio idnico. La elucion del polipéptido adsorbido se puede efectuar mediante
el cambio de las condiciones de la sal, es decir, la conductividad, y/o el valor de pH en comparacion con la etapa
de adsorcion.

Con la excepcion de la adiciéon de un polimero no ionico y un aditivo a las fases méviles durante la recuperacion
0 elucién del polipéptido de interés del material de cromatografia de intercambio i6nico, las etapas de
cromatografia del procedimiento del que se informa en el presente documento se realizan de acuerdo con
condiciones de funcionamiento generales convencionales y principios bien conocidos en la técnica. Se usan
convenientemente columnas de cromatografia convencionales, cuyo tamafio se adapta para cada caso, como lo
son los materiales de partida, tampones, matrices, incluidos los grupos funcionales de los ligandos, etc.

La carga de un polipéptido se puede cambiar variando el valor de pH de la solucion circundante. Es bien sabido
gue un material de intercambio i6nico puede ser un material de intercambio i6nico fuerte, lo que significa que se
carga a todos los valores de pH, o un material de intercambio iénico débil, lo que significa que puede cargarse al
variar el pH.

Se demostré inesperadamente que la adicién de un polimero no iénico y un aditivo a la fase movil en una etapa
de recuperacion de cromatografia de intercambio i6nico de la que se informa en el presente documento aumenta
el rendimiento del polipéptido en forma monomérica, en comparacion con la cromatografia de intercambio i6nico
convencional. La cromatografia de intercambio i6nico es una cromatografia de intercambio catiénico. La
concentracion del polimero no ionico es al menos aproximadamente un 5 % en peso y la concentracion del
aditivo es al menos un 3 % en peso.

En general, no hay exclusiones por masa molecular para el polimero no iénico usado en el procedimiento del que
se informa en el presente documento. La masa molecular del polimero no iénico se elige de manera que sea lo
mas baja posible mientras da como resultado, en combinacion con el aditivo, un aumento del rendimiento del
polipéptido en forma monomérica en comparacion con el uso del polimero no iénico solo. El experto en la técnica
sabe que la adicion de cualquier sustancia, es decir, del polimero no idnico y el aditivo, afecta a (aumenta) la
viscosidad de la solucién resultante. Por lo tanto, un experto en la técnica apreciard que, debido a las
propiedades fisicoquimicas del polimero no idnico y del aditivo, existe un limite superior para la adicion de estos
compuestos.

El polimero no iénico utilizado como en el procedimiento del que se informa en el presente documento
comprende grupos que son ricos en atomos de oxigeno. En un modo de realizacidn, el polimero no ioénico es un
polimero lineal o ramificado no cargado soluble en agua. Dichos polimeros no iénicos pueden ser poliéter, tales
como poli(etilenglicol) (PEG), poli(propilenglicol) (PPG), copolimeros de bloque PEG-PPG, copolimeros PEG-
PPG, copolimeros tribloque compuestos por una cadena hidr6foba central de poli(oxipropileno) (poli(6xido de
propileno)) flanqueada por dos cadenas hidréfilas de poli(oxietileno) (poli(6xido de etileno)) (Poloxamer,
Pluronic™) y otros polimeros tribloque PEG-PPG-PEG, etilhidroxietilcelulosa (EHEC) y similares polimeros, éter
alilglicidilico polimerizado, éter fenilglicidilico polimerizado, dextrano, almidén, celulosa, polivinilpirrolidona y
diversos tensioactivos y otros compuestos que comprenden estos bloques de construccion. El polimero no iénico
es poli(etilenglicol) (PEG). El término poli(etilenglicol) también comprende poli(etilenglicoles) que han sido
modificados.

Se puede usar cualquier polimero no ionico de cualquier masa molecular en el procedimiento del que se informa
en el presente documento. Sin embargo, la concentracién 6ptima y la relacion entre el polimero no iénico y el
aditivo pueden variar para cada proteina y, en la mayoria de los casos, hay una masa molecular preferente del
polimero no iénico y una relacion preferente entre el polimero no i6nico y el aditivo

El polimero no iénico es poli(etilenglicol).
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El poli(etilenglicol) se puede usar como un polipéptido no idnico modelo general para el comportamiento de
polimeros no iénicos dentro del procedimiento del que se informa en el presente documento. Por lo tanto, aunque
se usa poli(etilenglicol) como ejemplo en el presente documento, se debe tener en cuenta que la informacion
proporcionada también se aplica a otros polimeros no idnicos, incluyendo los especificamente enumerados
anteriormente en el presente documento.

El poli(etilenglicol) esta disponible de varias fuentes comerciales. En un modo de realizacion, el poli(etilenglicol)
tiene una masa molecular en el intervalo de aproximadamente 100 Da a aproximadamente 40 000 Da. En un
modo de realizacion, el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular entre aproximadamente 400 Da y
aproximadamente 10 000 Da. En un modo de realizacién, el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular entre
aproximadamente 1000 Da y aproximadamente 8000 Da. En otros modos de realizacion se utiliza una mezcla de
poli(etilenglicoles) de diferentes tamafios.

En un modo de realizacion, el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular entre aproximadamente 2.450 Da y
aproximadamente 4.550 Da. En un modo de realizacion, el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular entre
aproximadamente 2.625 Da y aproximadamente 4.375 Da. En un modo de realizacion, el poli(etilenglicol) tiene
una masa molecular entre aproximadamente 2.800 Da y aproximadamente 4.200 Da. En un modo de realizacion,
el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular entre aproximadamente 3.150 Da y aproximadamente 3.850 Da.

En un modo de realizacion, el poli(etilenglicol) es un poli(etilenglicol) lineal o ramificado.

Los poli(etilenglicoles) de menor masa molecular pueden requerir una mayor concentracion masica para usarlos
con el fin de tener un efecto similar en comparacion con los poli(etilenglicoles) de mayor masa molecular.

Asimismo, se pueden emplear concentraciones menores de un poli(etilenglicol) de una masa molecular
especificada para producir un polipéptido mayor en forma monomérica, tal como anticuerpos y proteinas de
fusién, en comparacion con las concentraciones requeridas para obtener la misma pureza de polipéptidos mas
pequefios. Por ejemplo, un anticuerpo de la clase IgA, que esta presente principalmente como un dimero, que
tiene una masa molecular de aproximadamente 320 kDa, requerird una menor concentracion de poli(etilenglicol)
en comparacion con un anticuerpo de la clase IgG que tiene una masa molecular de aproximadamente 150 kDa.
La retencion de agregados, complejos y otras moléculas grandes se puede incrementar mas en general en
comparacion con la del polipéptido monomérico. También se puede requerir una menor concentracion de
poli(etilenglicol) para aumentar la retenciéon de polipéptidos que interaccionan con o son fuertemente adsorbidos
sobre el material de cromatografia de intercambio catiénico en comparacion con la concentracion requerida de
poli(etilenglicol) necesaria para aumentar la adsorcion de polipéptidos que normalmente se adsorben débilmente
sobre el material de cromatografia de intercambio catidnico.

El aditivo es una sustancia que puede reducir o incluso evitar la precipitacién inducida por la presencia del
polimero no iénico.

En un modo de realizacion, el aditivo tiene una conductividad que es suficientemente baja para no interferir con
una cromatografia de intercambio catiénico. En otro modo de realizacion, el aditivo no tiene capacidad de
tamponamiento detectable.

El aditivo puede ser un zwitterién, o un aminoéacido (tal como glicina, bicina, tricina, alanina, prolina, betaina), o
urea, o un derivado de urea (tal como alquilureas (metilurea, etilurea, etc.)), o alquilenglicoles (tal como
etilenglicol o propilenglicol), o un anfolito (tal como tampones a base de acido aminosulfénico MES, MOPS,
HEPES, PIPES y tampdn CAPS), o CHAPSO, o un producto natural (tal como ciertos alcaloides y betainas), o un
azucar (tal como glucosa, sacarosa, rafinosa) o un poliol (tal como glicerol o xilitol o sorbitol).

El aditivo puede ser un poliol. El poliol puede ser glicerol o xilitol o sorbitol.

Para cualquier aditivo, se debe tener en cuenta que se debe considerar el limite de solubilidad individual al
determinar la cantidad o concentracion respectivas empleadas.

Si se utiliza un aminoacido como aditivo, se debe tener en cuenta que una cadena lateral cargada requerira el
uso de acido o base adicional para ajustar el valor del pH de la solucién. Mediante la adicion de &cido o base
excedente, se cambia la fuerza idnica de la fase movil, lo que, a su vez, podria influir en el resultado de la
cromatografia.

Por ejemplo, la glicina se puede usar como aditivo en el procedimiento del que se informa en el presente
documento. La glicina es un compuesto zwitteriénico, mas precisamente, la glicina es un aminoacido. A los
valores de pH empleados en general en los procedimientos de cromatografia de intercambio catidnico, la glicina
no contribuye a la conductividad global y, por lo tanto, no deberia interferir en el procedimiento de cromatografia
de intercambio catiénico. Ademas, la glicina no muestra un efecto tamponante en solucién acuosa, por lo que
tampoco afectara al valor del pH de la fase movil. La glicina se puede usar+ como aditivo en el procedimiento del
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que se informa en el presente documento en una concentracién de aproximadamente 50 mM a 5 M. La glicina
puede tener una concentracién de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 4 M. La glicina puede tener
una concentracion de aproximadamente 250 mM a aproximadamente 3 M. La glicina puede tener una
concentracion de aproximadamente 500 mM a aproximadamente 2 M. La glicina puede tener una concentracion
de aproximadamente 1 M. Si se usa méas de un aditivo, las concentraciones de los aditivos individuales pueden
ser menores que las proporcionadas como ejemplo en el parrafo anterior.

Debe sefialarse que cualquier aditivo se puede usar a una concentracién que es mayor que la concentraciéon
necesaria para lograr el efecto deseado. Especialmente un experto en la técnica puede determinar el intervalo de
concentracion de aditivos en el sentido de que el efecto esta presente y que se puede tolerar en el procedimiento
del que se informa en el presente documento.

Cuando el aditivo es urea o un derivado de urea, el aditivo esta presente en una concentracion de hasta 6 molar.
En un modo de realizacion, el aditivo esta presente en una concentracion por debajo de 2 molar.

Como se ha descrito anteriormente, la concentracion del polimero no iénico y del aditivo en la soluciéon de
recuperacion puede variar. En general, se puede usar cualquier concentraciéon de poli(etilenglicol). La
concentracion de poli(etilenglicol) es al menos aproximadamente un 0,5 % en peso.

La concentracion del polimero no i6nico se puede mantener constante o se puede variar durante el transcurso de
la cromatografia. Este cambio incluye, pero sin limitacion, un gradiente de concentracion creciente o decreciente,
0 con cambios graduales en la concentracion.

El polimero no i6nico puede tener una concentracion de aproximadamente un 7 % a un 13 % en peso y/o el
aditivo puede tener una concentracion de un 3 % a un 25 % en peso.

El uso o la adicién de un polimero no i6nico dan como resultado una reduccién de la solubilidad de un
polipéptido, especialmente de un anticuerpo, concomitantemente presente en esta solucién. En la tabla siguiente
se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (5 mg/ml) como un polipéptido ejemplar a
temperatura ambiente (TA) y a 4 °C sobre la concentracion de poli(etilenglicol) 3500 Da afiadido (malonato de
sodio 50 mM, NaCl 90 mM, pH 6,5).

Tabla
TA: conc. TA: conc. 4 °C:conc. | 4°C:conc.
Concentracion | proteina proteina proteina proteina
de PEG (UV280) [fraccién de (UV280) [fraccién de
[mg/ml] conc. inicial] | [mg/ml] conc. inicial]
0% 5,0 100 % 51 100 %
1% 51 100 % 51 100 %
2,5% 51 100 % 51 100 %
50 % 51 100 % 5,8 100 %
75 % 5,0 100 % 2,1 42 %
10 % 25 50 % 0,5 10 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (5 mg/ml) como un
polipéptido ejemplar a temperatura ambiente y a 4 °C sobre la concentraciéon de cloruro de sodio afiadido
(malonato de sodio 50 mM, 7,5 % en peso de poli(etilenglicol) con una MW de 3500 Da, pH 6,5).

Tabla
TA: conc. TA: conc. 4 °C:conc. | 4°C:conc.
Concentracion | proteina proteina proteina proteina
de NaCl (UVv280) [fraccion de (UVv280) [fraccion de
[mg/ml] conc. inicial] | [mg/ml] conc. inicial]
0 mM 2,9 61 % 0,7 14 %
45 mM 3,3 67 % 0,8 17 %
90 mM 3,6 75 % 0,9 19 %
135 mM 4,0 83 % 1,0 20 %
180 mM 4,6 95 % 1,6 33 %

El polimero no iénico es poli(etilenglicol) y el aditivo es un poliol. En la Figura 3 se muestra la solubilidad de un
anticuerpo en una solucién que comprende poli(etilenglicol) de una masa molecular de aproximadamente
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3500 Da a una concentracion de un 10 % en peso como un ejemplo de un polimero no iénico y diferentes
polioles en concentraciones variables como aditivo.

En la Figura 4 se muestra la solubilidad de un anticuerpo en una solucién que comprende poli(etilenglicol) con
una masa molecular de aproximadamente 3500 Da a una concentracion de un 10 % en peso como un ejemplo
de un polimero no i6nico y diferentes aminoacidos en concentraciones variables como aditivo.

En la Figura 5 se muestra la solubilidad de un anticuerpo en una solucién que comprende poli(etilenglicol) con
una masa molecular de aproximadamente 3500 Da a una concentracién de un 10 % en peso como un ejemplo
de un polimero no idnico y diferentes azUcares en concentraciones variables como aditivo.

Como se puede ver a partir de la siguiente tabla, las separaciones en presencia de solo el aditivo no
proporcionan una mejora en el valor de la resolucion.

Tabla
valor de resolucion anticuerpo anti-IL17 anticuerpo anti-CSF-1R
Ninguno 0,46 0,64
Glicina 0,52 0,61
Glutamato 0,49 0,68
Arginina 0,53 0,73
Glicerina 0,49 0,68
Urea 0,46 0,66
Manitol 0,46 0,69
Sacarosa 0,46 0,39
Trehalosa 0,45 0,60

El término «poliol» denota un compuesto que tiene al menos tres grupos hidroxilo, es decir, es un triol.

La reduccion de la solubilidad mediante la adicion de un polimero no i6nico, por ejemplo, poli(etilenglicol), se
puede evitar mediante la adicion de un aditivo, por ejemplo, sorbitol.

Por lo tanto, en el presente documento se informa de un procedimiento para determinar la concentracion de un
polimero no iénico y un aditivo para uso en una cromatografia de intercambio i6nico de un polipéptido que
comprende las siguientes etapas:

- determinar en solucion, en ausencia del aditivo, la concentracion del polimero no i6énico a la que menos
del 50 % del polipéptido permanece en solucion,

- determinar en solucion, en presencia de una concentracion del polimero no iénico que se ha determinado
en la etapa previa, la concentracidon del aditivo a la que mas del 95 % del polipéptido permanece en
solucion,

determinando de este modo la concentracién de un polimero no iénico y un aditivo.

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) como un
polipéptido ejemplar a temperatura ambiente sobre la concentracion de sorbitol afiadido como ejemplo de un
aditivo también a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con
una masa molecular de aproximadamente 3500 Da, pH 5,0).

Tabla
aditivo (sorbitol) cloruro de PEG-3500 [% | c (UV280) conc. proteina

0 : [fraccion de conc.
[% en peso] sodio [mM] en peso] [mg/ml] iniciall

0 0 0 10,7 ~ 100 %

0 0 5 10,6 ~ 100 %

0 0 10 1,96 19,6 %

0 250 0 10,3 ~ 100 %

0 250 5 10,6 ~ 100 %

0 250 10 1,77 17,7 %

0 500 0 10,5 ~ 100 %

0 500 5 10,6 ~ 100 %
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0 500 10 1,57 15,7 %
7,5 0 0 11,1 ~ 100 %
7,5 0 5 10,6 ~ 100 %
7,5 0 10 5,26 52,6 %
7,5 250 0 10,7 ~ 100 %
7,5 250 5 10,6 ~ 100 %
7,5 250 10 5,83 58,3 %
7,5 500 0 10,7 ~ 100 %
7,5 500 5 10,6 ~ 100 %
7,5 500 10 4,66 46,6 %
15 0 0 10,7 ~ 100 %
15 0 5 10,8 ~ 100 %
15 0 10 11,0 ~ 100 %
15 250 0 10,8 ~ 100 %
15 250 5 10,7 ~ 100 %
15 250 10 10,4 ~ 100 %
15 500 0 10,7 ~ 100 %
15 500 5 10,6 ~ 100 %
15 500 10 10,5 ~ 100 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracion
de glicerol afiadido como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de
3500 Da, pH 5,0).

Tabla
conc. conc.
aditivo c (_UV280) pr_oteina c (UV280) pr_otel’na
(glicerol) [% PEG-3500 antlt_:uerpo antu_:uerpo anpcuerpo anycuerpo
en peso] [% en peso] anti-IL17 antl-_I!_17 anti-CSF-1R antl-C_§F-1R
[mg/ml] [fraccion de [mg/ml] [fraccién de
conc. inicial] conc. inicial]

0 0 9,65 96,5 % 9,82 98,2 %

0 5 10,0 100 % 10,0 100 %

0 10 2,13 21,3 % 0,59 5,9 %
7,5 0 9,76 97,6 % 9,96 99,6 %
7,5 5 9,88 98,8 % 10,2 ~ 100 %
7,5 10 3,28 32,8 % 1,56 15,6 %
15 0 9,82 98,2 % 9,88 98,8 %
15 5 9,92 99,2 % 10,2 ~ 100 %
15 10 6,70 67,0 % 3,04 30,4 %
20 0 9,95 99,5 % 10,2 ~ 100 %
20 5 9,89 98,9 % 10,2 ~ 100 %
20 10 8,46 84,6 % 5,54 55,4 %
25 0 10,3 ~ 100 % 9,87 98,7 %
25 5 10,0 100 % 9,86 98,6 %
25 10 9,92 99,2 % 8,94 89,4 %
30 0 10,1 ~ 100 % 9,77 97,7 %
30 5 9,92 99,2 % 10,1 ~ 100 %
30 10 9,85 98,5 % 10,0 100 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracion
de xilitol afiadido como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de
3500 Da, pH 5,0).
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Tabla
conc. conc.

aditivo ¢ (UV280) proteina ¢ (Uv280) proteina
(xilitol) [% PEG-3500 anticuerpo anticuerpo anticuerpo anticuerpo
en eso]o [% en peso] anti-IL17 anti-IL17 anti-CSF-1R | anti-CSF-1R
P [mg/ml] [fraccién de [mg/ml] [fraccién de
conc. inicial] conc. inicial]

15 0 10,1 ~ 100 % 10,2 ~ 100 %

15 10 9,01 90,1 % 5,15 51,5 %

20 0 10,2 ~ 100 % 10,1 ~ 100 %

20 10 10,3 ~ 100 % 10,1 ~ 100 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracion
de glicina afiadida como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de
3500 Da, pH 5,0).

10

Tabla
conc. conc.
aditivo c (_UV280) prpteina c (pvzso) prptel'na
(glicina) [% 0PEG-SSOO anthuerpo antlguerpo anycuerpo anpcuerpo
en peso] [% en peso] anti-IL17 antl—.ll_17 anti-CSF-1R antl-C.S,F-lR
[mg/ml] [fraccion de [mg/ml] [fraccion de
conc. inicial] conc. inicial]
0 0 9,82 98,2 % 9,94 99,4 %
0 5 10,0 100 % 10,0 100 %
0 10 1,60 16,0 % 0,53 53 %
1 0 9,85 98,5 % 9,72 97,2 %
1 10 3,80 38,0 % 1,49 14,9 %
2 0 9,73 97,3 % 9,83 98,3 %
2 10 7,18 71,8 % 3,19 319%
4 0 9,84 98,4 % 9,77 97,7 %
4 5 9,96 99,6 % 10,1 ~ 100 %
4 10 10,5 ~ 100 % 9,71 97,1 %
8 0 9,89 98,9 % 9,95 99,5 %
8 5 9,87 98,7 % 9,94 99,4 %
8 10 9,90 99,0 % 11,3 ~ 100 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracién
de prolina afiadida como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de
3500 Da, pH 5,0).

Tabla
conc. conc.
aditivo c (UVZSO) pr_otel’na c (UV280) pr_otel’na
(prolina) [% PEG-3500 antlt_:uerpo anthuerpo angcuerpo an‘_ucuerpo
en peso] [% en peso] anti-1L17 antl-_I!_17 anti-CSF-1R antl-C_S,F-lR
[mg/ml] [fraccién de [mg/ml] [fraccién de
conc. inicial] conc. inicial]
1 0 9,74 97,4 % 9,75 97,5 %
1 10 3,86 38,6 % 1,63 16,3 %
2 0 9,78 97,8 % 9,99 99,9 %
2 10 8,38 83,8 % 3,61 36,1 %
4 0 9,93 99,3 % 10,0 100 %
4 10 9,85 98,5 % 10,1 > 100 %
8 0 9,98 99,8 % 10,1 > 100 %
8 10 10,1 > 100 % 10,2 > 100 %
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En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracion
de betaina afiadida como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de
3500 Da, pH 5,0).

Tabla
conc. conc.
aditivo c (UVv280) proteina ¢ (UVv280) proteina
(betaina) [% PEG-3500 anticuerpo anticuerpo anticuerpo anticuerpo
en peso] 0 [% en peso] anti-IL17 anti-IL17 anti-CSF-1R | anti-CSF-1R
P [mg/ml] [fraccion de [mg/ml] [fraccion de
conc. inicial] conc. inicial]

0 0 9,66 96,6 % 9,82 98,2 %

0 5 9,81 98,1 % 9,97 99,7 %

0 10 1,53 15,3 % 0,43 4,3 %

1 0 9,57 95,7 % 9,83 98,3 %

1 10 7,11 71,1 % 2,28 22,8 %
2,5 0 9,60 96,0 % 9,60 96,0 %
2,5 10 9,68 96,8 % 9,89 98,9 %

5 0 9,73 97,3 % 9,81 98,1 %

5 10 9,57 95,7 % 10,0 100 %
7,5 0 9,65 96,5 % 9,86 98,6 %
7,5 5 9,98 99,8 % 9,99 99,9 %
7,5 10 10,5 ~ 100 % 10,2 ~ 100 %
15 0 9,75 97,5 % 9,87 98,7 %
15 5 10,1 ~ 100 % 10,1 ~ 100 %
15 10 10,3 ~ 100 % 10,7 ~ 100 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracion
de sacarosa afiadida como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de

15

3500 Da, pH 5,0).

Tabla
conc. conc.
aditivo ¢ (UVv280) proteina ¢ (Uv280) proteina
(sacarosa) PEG-3500 anticuerpo anticuerpo anticuerpo anticuerpo
[% en peso] [% en peso] anti-IL17 anti-IL17 anti-CSF-1R | anti-CSF-1R
oenp [mg/ml] [fraccion de [mg/ml] [fraccion de
conc. inicial] conc. inicial]
0 0 9,64 96,4 % 9,74 97,4 %
0 5 10,0 100 % 10,0 100 %
0 10 1,63 16,3 % 0,66 6,6 %
7,5 0 9,56 95,6 % 9,76 97,6 %
7,5 5 10,2 ~ 100 % 10,3 ~ 100 %
7,5 10 4,49 44,9 % 1,58 15,8 %
15 0 9,82 98,2 % 9,90 99,0 %
15 5 10,4 ~ 100 % 10,4 ~ 100 %
15 10 7,80 78,0 % 3,33 33,3 %
20 0 9,71 97,1 % 9,80 98,0 %
20 10 9,96 99,6 % 10,2 ~ 100 %
25 0 9,65 96,5 % 10,0 100 %
25 10 9,73 97,3 % 9,95 99,5 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracion
de fructosa afiadida como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de
3500 Da, pH 5,0).
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Tabla
aditivo ¢ (UVv280) conc. proteina ¢ (UVv280) conc. proteina
(fructosa) [% PEG-3500 anticuerpo anticuerpo anti- anticuerpo anticuerpo anti-

en peso] 0 [% en peso] anti-IL17 IL17 [fraccién de | anti-CSF-1R | CSF-1R [fraccion

P [mg/ml] conc. inicial] [mg/ml] de conc. inicial]

0 0 9,79 97,9 % 9,56 95,6 %

0 5 9,93 99,3 % 9,85 98,5 %

0 10 0,98 9,8 % 0,42 42 %

7,5 0 9,76 97,6 % 9,78 97,8 %

7,5 5 9,97 99,7 % 10,1 > 100 %

7,5 10 3,85 38,5 % 1,42 14,2 %

15 0 10,0 100 % 9,49 94,9 %

15 5 10,1 > 100 % 10,0 100 %

15 10 8,23 82,3 % 3,76 37,6 %

20 0 9,65 96,5 % 9,91 99,1 %

20 10 9,92 99,2 % 10,3 > 100 %

25 0 10,0 100 % 9,61 96,1 %

25 10 9,99 99,9 % 10,3 > 100 %

En la tabla siguiente se muestra la dependencia de la solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 (10 mg/ml) y un
anticuerpo anti-CSF-1R (10 mg/ml) como polipéptidos ejemplares a temperatura ambiente sobre la concentracion
de glucosa afiadida como un ejemplo de un aditivo (citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) con una MW de
3500 Da, pH 5,0).

Tabla
- ¢ (Uv280) cone. proteina ¢ (UVv280) conc. proteina
aditivo PEG-3500 . anticuerpo . . '
(glucosa) [% - anticuerpo anti-IL17 anticuerpo anticuerpo anti-
[% en peso] anti-1L17 L anti-CSF- CSF-1R [fraccidn
en peso] [fraccion de L
[mg/ml] L 1R [mg/ml] de conc. inicial]
conc. inicial]
7,5 0 9,84 98,4 % 97,8 97,8 %
7,5 10 5,35 53,5 % 2,39 23,9 %
15 0 9,98 99,8 % 9,92 99,2 %
15 10 9,63 96,3 % 5,84 58,4 %
20 0 10,1 ~ 100 % 10,1 ~ 100 %
20 10 10,0 100 % 8,08 80,8 %
25 0 10,5 ~ 100 % 10,4 ~ 100 %
25 10 10,4 ~ 100 % 10,3 ~ 100 %

Cuando se combina un polimero no iénico con un aditivo en un procedimiento del se informa en este documento,
se puede lograr un valor de resolucién mejorado. En la siguiente tabla se muestra el valor de resolucién obtenido
de una combinacion de poli(etilenglicol) 3500 a una concentracion de un 10 % en peso como un ejemplo de un
polimero no i6nico y un aditivo a la concentracion indicada en una separacion cromatografica de un anticuerpo
anti-IL17.

Tabla
valor de resolucion anticuerpo anti-IL17 anticuerpo anti-CSF-1R
PEG al 5 %, MW 3500 Da 0,75 0,66
D-sorbitol, 15 % en peso 0,85 0,86
glicina, 8 % en peso 0,85 0,80
L-prolina, 8 % en peso 0,83 0,97
betaina, 8 % en peso 0,86 0,86
sacarosa, 25 % en peso 0,73 0,84
D-fructosa, 25 % en peso 0,79 0,91
D-glucosa, 25 % en peso 0,81 0,97
xilitol, 20 % en peso 0,76 0,94
glicerol, 30 % en peso 0,77 0,90

18



10

15

20

25

30

35

40

ES 2656 167 T3

Si se usa un 10 % en peso de poli(etilenglicol) sin un aditivo, el anticuerpo precipita. Por lo tanto, el valor de
referencia en la tabla anterior se determiné en presencia de un 5 % en peso del polimero no iénico.

En la tabla siguiente se muestra el cambio en el contenido de proteina de la célula hospedadora y el contenido
de ADN de la célula hospedadora de una muestra sometida a un procedimiento del que se informa en el
presente documento. Debe sefialarse que, para determinar el contenido de proteina de la célula hospedadora y
el contenido de ADN de la célula hospedadora, se debe aumentar el tamafio de la fraccion, lo que da como
resultado un valor de resolucion reducido. La elucién se efectda en todos los ejemplos presentados aumentando
la concentracion de cloruro de sodio en la fase movil.

Tabla

anticuerpo anti-IL17

reduccion del ADN de

cond|C|qr]es de valor de resolucién reduccion de PCH en la célula hospedadora
elucién [%]
en [%]
sin polimero no
i6nico, sin aditivo 0,44 85,5 61,8
5 % en peso de PEG-
3500 0,70 94,5 aumento

10 % en peso de

PEG-3500, 15 % en 0,78 98,4 aumento

peso de D-sorbitol

anticuerpo anti-CSF-1R

reduccion del ADN de

condlClqr]es de Valor de resolucion reduccion de PCH en la célula hospedadora
elucién [%0]
en [%]
_sin polimero no 0,56 98,6 80,9
iénico, sin aditivo
5 % en peso de PEG-
3500 0,66 99,5 77,7
10 % en peso de
PEG-3500, 15 % en 0,88 99,7 17,0

peso de D-sorbitol

Como se puede ver en la tabla anterior en un procedimiento cromatografico que comprende un polimero no
i6nico y un aditivo en la solucién de recuperacion, el contenido de PCH (proteina de la célula hospedadora) en la
preparacion de anticuerpo recuperado se puede reducir en comparacion con los procedimientos realizados en
ausencia de esta combinacion.

Por lo tanto, en el presente documento se informa de un procedimiento para producir una preparacion de
anticuerpo con contenido reducido de proteina de célula hospedadora mediante el cual la preparacion se obtiene
de un sobrenadante de cultivo de células de mamifero, especialmente un sobrenadante de cultivo de células
CHO, que comprende las siguientes etapas:

- aplicar una solucion que comprende un polimero no i6nico y un aditivo a un material de cromatografia
sobre el que se ha adsorbido un anticuerpo, por la que el anticuerpo en forma monomérica permanece
adsorbido sobre un material de cromatografia de intercambio i6nico, y

- recuperar el anticuerpo en forma monomérica del material de cromatografia de intercambio i6nico
aplicando una solucién que comprende un polimero no iénico, un aditivo y un compuesto de elucién, y
produciendo de este modo la preparacion de anticuerpo con contenido reducido de proteina de célula
hospedadora.

En el presente documento se informa de un procedimiento para la produccion de un anticuerpo que comprende
las siguientes etapas:

a) cultivar una célula de mamifero que comprende un acido nucleico que codifica el anticuerpo y recuperar el
anticuerpo de la célula o del medio de cultivo,

b) purificar el anticuerpo con un procedimiento de cromatografia de intercambio catiénico que comprende las
siguientes etapas:
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adsorbido sobre un material de cromatografia de intercambio iénico, y

- recuperar el anticuerpo en forma monomérica del material de cromatografia de intercambio i6nico
aplicando una soluciéon que comprende un polimero no idnico, un aditivo y un compuesto de elucion, y

produciendo de este modo el anticuerpo.

En la siguiente tabla se muestran los valores de resolucién obtenidos con diferentes materiales de cromatografia
de intercambio catiénico con un anticuerpo anti-IL17. La elucién se efectla en todos los ejemplos presentados

aumentando la concentracion de cloruro de sodio en la fase movil.

Tabla

condiciones de eluciéon

material de cromatografia

valor de resolucién

sin polimero no idnico, sin

15 % en peso de D-sorbitol

I SP Sepharose FF 0,29
aditivo
sin polimero no idnico, sin Tovopearl CM-650M 0.53
aditivo yop *
sin polimero no idnico, sin
aditivo CM Sepharose FF 0,29
5 % en peso de PEG-3500 SP Sepharose FF 0,45
5 % en peso de PEG-3500 Toyopearl CM-650M 0,67
5 % en peso de PEG-3500 CM Sepharose FF 0,44
10 % en peso de PEG-3500
15 % en peso de D-sorbitol SP Sepharose FF 051
10 % en peso de PEG-3500
15 % en peso de D-sorbitol Toyopearl CM-650M 0,76
10 % en peso de PEG-3500 CM Sepharose FF 051

En la siguiente tabla se muestran los valores de resolucidn obtenidos con un procedimiento del que se informa
en el presente documento usando poli(etilenglicol) de MW 400 Da y de MW 10 000 Da como polimero no iénico

con diferentes masas moleculares y el poliol sorbitol como aditivo con un anticuerpo anti-IL17.

Tabla
condiciones de elucién valor de resolucién
10 % en peso de PEG-400; 15 % en
; 0,52
peso de D-sorbitol
10 % en peso de PEG-400; 15 % D-
) 0,56
sorbitol
10 % en peso de PEG-400; 15 % D-
) 0,57
sorbitol
promedio: 0,55
10 % en peso de PEG-10 000; 15 % D-
) 0,58
sorbitol
10 % en peso de PEG-10 000; 15 % D-
) 0,70
sorbitol
10 % en peso de PEG-10 000; 15 % D-
) 0,65
sorbitol
promedio: 0,64

Dependiendo de la pureza prevista después de realizar un procedimiento del que se informa en el presente
documento, la recuperacién del polipéptido monomérico varia dependiendo de la combinacién de la

concentracién del polimero no iénico y el aditivo.

A continuacion, esta interrelacion se ejemplifica con poli(etilenglicol) como polimero no iénico, sorbitol como

aditivo y un anticuerpo anti-IL17 como polipéptido.

En la tabla siguiente se muestra la recuperacion y la pureza final del anticuerpo anti-IL17 monomérico con una
pureza de al menos un 99 % en las fracciones de elucion combinadas dependiendo de la concentracion de

poli(etilenglicol) y sorbitol.
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Tabla
recuperacion
de sorbitol [% en peso]
mondémero -
[%]
0 3 5 10 15 20 30 40
0 82,3 77,9
5 87,0 84,5
PEG-3500 6 89.0
[% enlpeso] P 82.7
9 86,1 92,6
10 86,1 88,5 89,2 88,6 90,0 84,9 88,1
15 87,1
r?]ltj);eézr?]gr% sorbitol [% en peso]
[%] _
0 3 5 10 15 20 30 40
0 99,5 99,5
5 99,3 99,3
PEG-3500 6 99,3
[% enlpeso] P 98.9
9 99,0 99,1
10 99,1 98,8 98,9 99,3 99,2 99,1 99,0
15 99,2

Los valores para las celdas vacias no se determinaron.

En la tabla siguiente se muestra la recuperacion y la pureza final del anticuerpo anti-IL17 monomérico con una
pureza de al menos un 99,5 % en las fracciones de elucion combinadas dependiendo de la concentraciéon de

poli(etilenglicol) y sorbitol.

Tabla
recuperacion
de sorbitol [% en peso]
mondémero —
[%]
0 3 5 10 15 20 30 40
0 82,3 77,9
PEG-3500 > 8.3 8.7
6 83,3
[% enlpeso] 8 811
9 84,3 92,0
10 84,9 85,3 88,2 87,1 87,0 81,5 82,8
15 86,0
pureza de sorhitol [% en peso]
mondémero
[%] —
0 3 5 10 15 20 30 40
0 99,5 99,5
5 99,8 99,9
PEG-3500 6 99.8
[% enlpeso] 8 99.8
9 99,5 99,5
10 99,5 100,0 99,5 99,7 99,7 99,8 99,6
15 99,5

Los valores para las celdas vacias no se determinaron.
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En la tabla siguiente se muestra la recuperacién y la pureza final del anticuerpo anti-IL17 monomérico con una
pureza de al menos un 99,9 % en las fracciones de elucién combinadas dependiendo de la concentracién de

poli(etilenglicol) y sorbitol.

Tabla
recuperacion
de sorbitol [% en peso]
monémero —
[%]
0 3 5 10 15 20 30 40
0 66,3 63,9
5 67,9 78,7
PEG-3500 6 66,0
[% enlpeso] P 75.1
9 76,9 89,1
10 80,4 85,3 83,1 84,5 81,3 76,0 64,6
15 80,9
pureza de sorbitol [% en peso]
monoémero
[%] —
0 3 5 10 15 20 30 40
0 99,9 100,0
5 100,0 99,9
PEG-3500 6 100,0
[% enlpeso] 8 100.0
9 99,9 99,9
10 99,9 100,0 100,0 99,9 99,9 100,0 100,0
15 99,9

Los valores para las celdas vacias no se determinaron.

En la tabla siguiente se muestra la recuperacion y la pureza final del anticuerpo anti-IL17 monomérico con una
pureza de un 100 % en las fracciones de elucibn combinadas dependiendo de la concentracion de

poli(etilenglicol) y sorbitol.

Tabla
recuperacion
de sorbitol [% en peso]
monoémero -
[%]
0 3 5 10 15 20 30 40
0 41,1 63,9
PEG-3500 > 079 671
6 66,0
[% enlpeso] 8 75.1
9 67,0 84,7
10 75,8 85,3 83,1 68,7 70,5 76,0 64,6
15 75,5
pureza de sorbitol [% en peso]
monoémero
[%] -
0 3 5 10 15 20 30 40
0 100,0 100,0
5 100,0 100,0
(I)DEG-SSOO 6 100,0
[% enlpeso] 8 100.0
9 100,0 | 100,0
10 100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
15 100,0
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Los valores para las celdas vacias no se determinaron.
En general, una etapa de separacion cromatografica comprende varias subetapas:
- equilibrar el material cromatografico empaquetado en una columna de cromatografia,

- aplicar la solucién que comprende el polipéptido de interés al material de cromatografia equilibrado en
condiciones adecuadas para la adsorcion/uniéon del polipéptido de interés sobre el material de
cromatografia y cargar de este modo la columna de cromatografia,

- lavar opcionalmente el material cromatogréafico sin desorber/eluir el polipéptido de interés del material
cromatografico,

- recuperar el polipéptido de interés aplicando una solucidon de recuperacion al material cromatogréfico vy,
por lo tanto, desorbiendo/eluyendo el polipéptido de interés del material cromatogréfico.

En un modo de realizacion, el material de cromatografia de intercambio catiénico en la columna se equilibra
antes de la aplicacién de la solucion que comprende el polipéptido a la columna. Esto se puede lograr aplicando
un tampoén de equilibrado a la columna para establecer un valor del pH y/o conductividad y/o concentracion de
sal adecuados dentro o sobre el material de cromatografia de intercambio cati6nico.

En un modo de realizacidn, la solucién que comprende el polipéptido se ajusta a condiciones similares a aquellas
en las que se equilibra la columna de cromatografia de intercambio catiénico.

Son posibles diferentes procedimientos para cargar la columna de cromatografia con el polipéptido de interés. En
un modo de realizacion, el polipéptido de interés se afiade a la solucion y se carga en la columna. En otro modo
de realizacion, el polipéptido de interés se afiade después de equilibrar y/o lavar la columna. En un modo de
realizacién, el equilibrado comprende la aplicacién de un tampo6n de unién antes de cargar la solucién sobre el
material cromatografico.

Como se ha descrito anteriormente, el procedimiento del que se informa en el presente documento se realiza en
modo de unién y elucién.

La recuperacion del polipéptido en forma monomérica en el procedimiento del que se informa en el presente
documento se puede llevar a cabo usando un gradiente lineal, un gradiente escalonado, o una combinacion de
un gradiente lineal y escalonado. Un gradiente lineal se puede usar, por ejemplo, para mejorar ain mas la
resolucion del polipéptido en forma monomérica con respecto al polipéptido en forma agregada y/o con respecto
a otros contaminantes tales como la proteina de la célula hospedadora. Se puede usar un gradiente escalonado
para reducir el volumen de la solucion polipeptidica recuperada. La seleccién y el uso de cualquier gradiente en
la recuperacion del polipéptido del material de cromatografia de intercambio catiénico puede hacerla facilmente
un experto en la técnica.

En un modo de realizacion, la aplicacién de la solucién que comprende el polipéptido va seguida por la aplicacion
de una solucion de lavado tamponada al material de cromatografia, a menudo de la misma composicion que el
tampon de equilibrado.

En un modo de realizacion, la concentracion del polimero no i6nico se mantiene constante durante la elucion,
mientras se cambia el valor del pH y/o se aumenta la concentracion de la sal que provoca la elucion.

En un modo de realizacion, la concentracion del polimero no iénico se incrementa durante la elucion, mientras se
cambia el valor de pH y/o se aumenta la concentracion de una sal que provoca la elucion.

En un modo de realizacion, la concentracién del polimero no iénico se reduce durante la eluciéon, mientras que el
valor del pH y/o la concentracion de la sal se mantienen constantes.

Después de su uso, el material de cromatografia de intercambio catidnico se puede limpiar, desinfectar y
almacenar en un agente apropiado.

El procedimiento del que se informa en el presente documento se puede practicar en combinacién con una o
mas de otras etapas o procedimientos cromatograficos, tales como, pero sin limitacién, cromatografia de afinidad
con proteina A y otras formas de cromatografia de afinidad, cromatografia de interaccion hidréfoba u otra
cromatografia en modo mixto.

El procedimiento como del que se informa en el presente documento se puede practicar en una columna de
lecho empaquetado, una columna de lecho fluidizado/expandido que contiene el material de cromatografia de
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intercambio catiénico y/o una operacion por lotes en la que el material de cromatografia de intercambio catiénico
se mezcla con la preparacion de polipéptido durante un cierto tiempo.

El procedimiento del que se informa en el presente documento es Util para producir polipéptidos biolégicamente
activos en forma monomérica. Dichos polipéptidos biol6gicamente activos se pueden seleccionar entre
anticuerpos, variantes de anticuerpos, conjugados de anticuerpos. En otro modo de realizacion, el polipéptido de
interés es un anticuerpo, especialmente un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo puede ser de cualquier
mamifero, tal como un ratén, rata, conejo, cobaya, oveja, vaca 0 un animal transgénico con un locus de
inmunoglobulina humana, o puede ser una variante deficitaria en epitopo de linfocitos T rechapada humanizada
del mismo.

Se debe entender que un experto en la técnica puede practicar el procedimiento del que se informa en el
presente documento para producir cualquier polipéptido. Por lo tanto, un anticuerpo como se usa en el presente
documento se debe tratar como un ejemplo de un polipéptido.

En el procedimiento del que se informa en el presente documento se puede usar una preparacion de anticuerpo
diferente, tal como anticuerpos no purificados (en bruto) o parcialmente purificados de fuentes naturales,
sintéticas o recombinantes. Las preparaciones de anticuerpos en bruto se pueden obtener de diversas fuentes,
incluyendo, pero sin limitacion, plasma, suero, ascitis o leche de un animal experimental, extractos de plantas,
lisados de células bacterianas, lisados de levaduras o medios de cultivo de células animales acondicionados. Se
pueden obtener preparaciones parcialmente purificadas a partir de preparaciones en bruto que se han sometido
a al menos una cromatografia, precipitacion, otra etapa de fraccionamiento o cualquier combinacion de las
mismas. La etapa de precipitacién puede incluir cualquier procedimiento, tal como precipitaciéon con sal o
poli(etilenglicol). También se pueden usar otras etapas de fraccionamiento tales como cristalizacion o filtracion
por membrana. En un modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo no pegilado.

Con el procedimiento del que se informa en el presente documento se puede obtener un polipéptido que esta
sustancialmente libre de agregados. En un modo de realizacion, el contenido del polipéptido en forma agregada
como se determina por cromatografia de exclusién por tamafio es inferior a aproximadamente un 5 % basado en
el &rea total del pico. En otro modo de realizacion, el contenido del polipéptido en forma agregada es menor de
aproximadamente un 1 %. En un modo de realizacién adicional, la cantidad del polipéptido en forma agregada es
menor de aproximadamente un 0,5 %. En otro modo de realizacion mas, la cantidad del polipéptido en forma
agregada es menor de aproximadamente un 0,1 %.

Recientemente se ha publicado un nuevo formato de anticuerpo bivalente biespecifico (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 108 (2011) 11187-11192), el llamado «CrossMab». Este anticuerpo biespecifico comprende cuatro cadenas
de anticuerpo diferentes, es decir, dos cadenas ligeras diferentes y dos cadenas pesadas diferentes. Durante la
expresion se pueden formar diferentes impurezas relacionadas con el producto. Una de estas impurezas
relacionadas con el producto es el llamado «anticuerpo ¥», un anticuerpo al que le falta una cadena ligera, que
presenta una masa molecular de aproximadamente 125 kDa en comparacion con una masa de
aproximadamente 150 kDa para un anticuerpo de cuatro cadenas completo. Estos tipos de fragmentos de
anticuerpos se pueden formar en general durante la expresion de anticuerpos.

Por lo tanto, en el presente documento se informa de un procedimiento para la produccion de un anticuerpo de
cuatro cadenas de longitud completa que comprende las siguientes etapas:

a) cultivar una célula de mamifero que comprende un acido nucleico que codifica el anticuerpo y recuperar el
anticuerpo de la célula o del medio de cultivo,

b) purificar el anticuerpo con un procedimiento de cromatografia de intercambio catiénico que comprende las
siguientes etapas:

- aplicar una solucién que comprende un polimero no iénico y un aditivo a un material de cromatografia
sobre el que se ha adsorbido un anticuerpo, por la que el anticuerpo de longitud completa de cuatro
cadenas en forma monomérica permanece adsorbido sobre un material de cromatografia de intercambio
i6nico, y

- recuperar el anticuerpo de longitud completa de cuatro cadenas en forma monomérica del material de
cromatografia de intercambio i6nico aplicando una solucién que comprende un polimero no iénico, un
aditivo y un compuesto de elucion, y produciendo de este modo el anticuerpo.

El material de cromatografia de intercambio i6nico es un material de cromatografia de intercambio catiénico.

El polimero no iénico se puede seleccionar del grupo que comprende poli(etilenglicol) (PEG), poli(propilenglicol)
(PPG), copolimeros PEG-PPG vy copolimeros tribloqgue compuestos de poli(oxipropileno) (poli(oxido de
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propileno)) flanqueado por poli(oxietileno) (poli(éxido de etileno)). En un modo de realizacién, el polimero no
i6nico es poli(etilenglicol).

El aditivo se puede seleccionar del grupo que comprende zwitteriones, aminoacidos, urea, derivados de urea,
anfolitos, CHAPSO, productos naturales, azUcares y polioles. En un modo de realizacién adicional, el aditivo es
sorbitol.

El polimero no iénico puede tener una concentracién de aproximadamente un 5 % a un 15 % en peso y/o el
aditivo puede tener una concentracion de un 3 % a un 25 % en peso.

En un modo de realizaciéon de todos los aspectos como se han descrito anteriormente, el polipéptido es un
anticuerpo de clase IgG. En otro modo de realizacion, el polipéptido es un anticuerpo de clase IgG, subclase
IgGlo subclase IgG2 o subclase 1IgG3 o subclase 1gG4.

En un modo de realizacién de todos los aspectos como se han descrito anteriormente, el procedimiento
comprende las siguientes etapas:

- aplicar una primera solucién que comprende opcionalmente un polimero no i6nico y un aditivo a un
material cromatografico de intercambio i6nico y equilibrar de este modo el material de cromatografia de
intercambio idnico,

- aplicar una solucién tamponada que comprende el polipéptido al material de cromatografia equilibrado y
adsorber de ese modo el polipéptido sobre el material de cromatografia, por la que la solucién esta
esencialmente libre de un polimero no iénico y un aditivo,

- aplicar una solucién tamponada que comprende un polimero no i6nico y un aditivo al material de
cromatografia, por la que el polipéptido en forma monomérica permanece adsorbido sobre el material de
cromatografia de intercambio ionico, y

- recuperar el polipéptido en forma monomérica del material de cromatografia de intercambio idnico
aplicando una solucién que comprende un polimero no iénico, un aditivo y un compuesto de elucién.

En un modo de realizacion, la recuperacion es por gradiente de elucion.

Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan para ayudar a la comprensién de la presente invencion, cuyo
verdadero alcance se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Fiquras:

Figura 1 Cromatograma de elucion de la cromatografia de intercambio catidnico del anticuerpo anti-IL17
en el material de cromatografia de intercambio cationico.

Figura 2 Distribucion de anticuerpo en forma monomérica y anticuerpo en forma agregada en las
fracciones recogidas.

Figura 3 Solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 y un anticuerpo anti-CSF-1R en una solucion que
comprende poli(etilenglicol) 4000 a una concentracién de un 10 % en peso como un ejemplo de
un polimero no idnico y diferentes polioles en concentraciones variables como aditivo.

Figura 4 Solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 y un anticuerpo anti-CSF-1R en una solucion que
comprende poli(etilenglicol) 4000 a una concentracion de un 10 % en peso como un ejemplo de
un polimero no iénico y diferentes aminoacidos en concentraciones variables como aditivo.

Figura 5 Solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 y un anticuerpo anti-CSF-1R en una solucion que
comprende poli(etilenglicol) a una concentracion de un 10 % en peso como un ejemplo de un
polimero no i6nico y diferentes azlcares en concentraciones variables como aditivo.

Figura 6 Distribucion de anticuerpo en forma monomérica, fragmento anticuerpo ¥ y anticuerpo en forma
agregada en las fracciones recogidas para los ejemplos 25y 26.

Material:

Cada anticuerpo (anticuerpo anti-IL17: para las secuencias véase el documento WO 2010/034443, anticuerpo
anti-CSF-1R: para las secuencias véase el documento PCT/EP2010/069090; anticuerpo anti-Ang2/VEGF: para
las secuencias véase el documento WO 2010/040508) se purificd en una primera etapa con una cromatografia
de afinidad con proteina A. La elucién de la columna con proteina A se llevé a cabo en condiciones acidas.
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Después, el pH de la muestra se ajusté a aproximadamente pH 3,5 con acido citrico 1 M y se incubd durante
~1 hora. Posteriormente, el pH se ajusté a 5,0 0 5,5 afiadiendo TRIS/HCI 1 M, pH 8-9 o solucion TRIS 1 M (TRIS:
tris-hidroximetil-amino-metano). Después de la incubacién a 4 °C durante 12-18 horas, la muestra se filtr6 en
profundidad. La muestra es una solucion con una concentracion de proteina de entre 5 mg/ml y 20 mg/ml. Este
material se denomina a continuacion eluido de proteina A acondicionado, que esta preparado para cargarse en
un material de cromatografia de intercambio catinico.

El anticuerpo anti-Ang2/VEGF se purific6 ademas mediante cromatografia de intercambio aniénico: El valor del
pH del eluido de proteina A acondicionado se ajusté a 7,5 mediante la adicién de solucién tampén TRIS 1 M.
Posteriormente, la muestra se proces6 mediante cromatografia de intercambio aniénico a pH 7,5 en modo de
fraccién no adsorbida.

En el primer ejemplo se ha llevado a cabo el procedimiento del que se informa en el presente documento. Por lo
tanto, en el Ejemplo 1 se dan todas las condiciones del procedimiento. En los ejemplos siguientes, solo se
enumeran las diferencias. Todos los parametros no mencionados son idénticos.

Ejemplo 1

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido: anticuerpo anti-IL17

Material de intercambio: Poros 50HS

Columna: 8 mm de diametro interno, 100 mm de longitud, 5,03 ml de volumen

Caudal: 90 cm/h (= 0,75 mi/min)

Solucién de equilibrado: tampodn citrato de sodio 10 mM, ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna
Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia
Solucién de lavado 1: tampon citrato de sodio 10 mM, ajustado a pH 5,0, 1 volumen de columna

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0

Solucién de lavado 2:

tampodn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Solucién de elucién:

gradiente lineal de una soluciéon de elucién del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volumenes de columna

Procedimiento de elucién:

El eluido de proteina A acondicionado se aplicé a una columna de cromatografia que contenia el material de
cromatografia de intercambio iénico. Después de la etapa de carga a un caudal de 90 cm/h, la columna se lavo
con la solucién de lavado 1 (1 volumen de columna) y la solucién de lavado 2 (3 volimenes de columna). El
anticuerpo en forma monomérica se recuper6 con un procedimiento de elucién de gradiente lineal, por lo que el
valor de pH se mantuvo constante y la conductividad se varié (aumentd) mediante la adicién de cloruro de sodio.

En la Figural se muestra el cromatograma de elucion de la cromatografia de intercambio catiénico del
anticuerpo anti-IL17 en el material de cromatografia de intercambio cati6nico. El anticuerpo en forma
monomeérica y el anticuerpo en forma agregada se separan.

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion volumen de cantidad de anticuerpo en anticuerpo en
s . forma forma de
muestra (UV280) [mg/ml] la fraccién anticuerpo L d
E=145 [mi] [mg] monomeérica agregado
’ (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 8,93 10,7 95,67 93,35 6,65
acondicionado
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fraccién no 0,00 ~ 90 0,00 0 0
adsorbida
fraccion 1 0,45 3,0 1,35 100 0
fraccion 2 2,92 3,0 8,76 100 0
fraccion 3 6,30 3,0 18,90 100 0
fraccion 4 8,45 3,0 25,35 100 0
fraccion 5 6,50 3,0 19,50 99,61 0,39
fraccion 6 2,21 3,0 6,63 89,70 10,30
fraccion 7 1,28 3,0 3,84 53,47 46,53
fraccion 8 1,41 3,0 4,23 36,58 63,42
fraccion 9 0,97 3,0 2,91 30,93 69,07
fraccién 10 0,45 3,0 1,35 18,96 81,04
fraccion 11 0,20 3,0 0,60 20,38 79,62
cantidad de PCH
CHO basada en cantidad de cantidad de ADN de CH CHO cantidad de
muestra la cantidad de PCH CHO basada en la cantidad de ADN de CH
anticuerpo [ng] anticuerpo [pg/mg] CHO [pg]
[ng/mg]
eluido de
proteina A 471 45.061 0,80 76,54
acondicionado

f;?fs%‘r’t: d”; <5 ng/ml <15 < 0,4 pg/ml <12
fraccion 1 <18 <24 <9 < 12,15
fraccion 2 <274 <24 <1 < 8,76
fraccion 3 <1,27 <24 <0,63 <1191
fraccion 4 0,991 25 < 0,96 < 24,34
fraccion 5 1,394 27 1 19,50
fraccion 6 7,923 53 6 39,78
fraccion 7 19 73 10 38,40
fraccion 8 14 59 10 42,30
fraccion 9 30 87 15 43,65
fracciéon 10 91 123 26 35,10
fraccién 11 316 190 53 31,80

Se determind que la resolucion del pico del mondmero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,78.

5 Ejemplo 2
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-CSF-1R

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondémero y de agregado. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

10
Tabla
concentracion volumen cantidad de anticuerpo anticuerpo
muestra (UV280) de I_a} anticuerpo en forr,ng en formade
[mg/ml] fraccion [ma] monomeérica agregado
E =147 [ml] 9 (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 12,9 7,71 99,48 99,19 0,81
acondicionado
fraccion no
adsorbida 0,00 ~ 60 0,00 i i
fraccion 1 0,99 3,00 2,97 100 0
fraccion 2 5,84 3,00 17,52 100 0
fraccion 3 8,30 3,00 24,90 100 0
fraccion 4 7,87 3,00 23,61 100 0
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fraccién 5 5,67 3,00 17,01 100 0
fraccién 6 1,94 3,00 5,82 100 0
fraccion 7 0,58 3,00 1,74 94,21 5,79
fraccién 8 0,41 3,00 1,23 87,79 12,21
fraccion 9 0,23 1,50 0,35 84,58 15,42

cantidad de

bapsggac::nola cantidad cantidad de ADN de (;H cantidad de

muestra - de PCH CHO basada en la cantidad ADN de CH
can_tldad de CHO [ng] de anticuerpo [pg/mg] CHO [pg]
anticuerpo
[ng/mg]
eluido de
proteina A 1.260 125.345 2 198,96
acondicionado

f;%‘;%?gdn: <5 ng/ml <15 < 0,4 pg/ml <172
fraccion 1 < 8,081 <24 <4 11,88
fraccioén 2 1,579 28 <0,68 70,08
fraccion 3 < 0,602 <15 <0,48 16,93
fraccion 4 < 1,017 <24 1 11,33
fraccion 5 2,797 48 1 17,01
fraccién 6 14 81 5 5,82
fracciéon 7 50 87 19 8,70
fraccion 8 99 122 28 23,37
fraccion 9 n.a. n.a. n.a. n.a.

Se determin6 que la resoluciéon del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,88.

Ejemplo 3
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-1L17

Solucion de equilibrado: tampon acetato de sodio 35 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucion de lavado: tampon acetato de sodio 35 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 1 volumen de columna

Solucion de elucion: tampon acetato de sodio 35 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucion de elucién del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO Yy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del analisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion volumen cantidad de anticuerpo anticuerpo
muestra (UV280) de I_e} anticuerpo en forrp_a en formade
[mg/ml] fraccion [mal monomeérica agregado
E =145 [ml] 9 (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 9,36 11,0 102,98 92,76 7,24
acondicionado
fraccion no
adsorbida 0,00 50 0,00 0 0
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fraccion 1 0,43 2,0 0,86 100 0
fraccién 2 2,77 2,0 5,54 100 0
fraccion 3 6,10 2,0 12,20 100 0
fraccién 4 8,02 2,0 16,04 100 0
fraccién 5 8,56 2,0 17,12 100 0
fraccién 6 7,86 2,0 15,72 100 0
fracciéon 7 5,59 2,0 11,18 99,77 0,23
fraccion 8 2,74 2,0 5,48 97,75 2,25
fraccion 9 1,34 2,0 2,68 85,98 14,02
fraccion 10 1,13 2,0 2,26 55,26 44,74
fracciéon 11 1,31 2,0 2,62 35,5 64,5
fraccion 12 1,41 2,0 2,82 24,86 75,14
fraccion 13 1,18 2,0 2,36 22,22 77,78
fraccion 14 0,79 2,0 1,58 15,47 84,53
fraccion 15 0,48 2,0 0,96 13,63 86,37
fraccion 16 0,29 2,0 0,58 13,73 86,27
fraccion 17 0,18 2,0 0,36 16,03 83,97

(Seasolve Software Inc.) era 0,86.

Ejemplo 4

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Solucién de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucién:

anticuerpo anti-IL17

tampon MES 25 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-sorbitol al
15 % (m/m), ajustado a pH 5,5, 4 voliumenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon MES 35 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-sorbitol al
15 % (m/m), ajustado a pH 5,5, 4 volimenes de columna

tampon MES 35 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-sorbitol al
15 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,5

gradiente lineal de una soluciéon de elucién del 0% (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentraciéon volumen cantidad de anticuerpo anticuerpo
muestra (UV280) de l."’} anticuerpo en forrpa en formade
[mg/ml] fraccion [ma] monomeérica agregado
E=145 [ml] 9 (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 9,36 10,99 102,87 92,85 7,15
acondicionado
fraccion no
adsorbida 0,00 ~50 0,00 0 0
fraccion 1 0,28 2,0 0,56 100 0
fraccion 2 1,45 2,0 2,90 100 0
fraccion 3 4,43 2,0 8,86 100 0
fraccion 4 7,17 2,0 14,34 100 0
fraccion 5 8,90 2,0 17,80 100 0
fraccion 6 8,85 2,0 17,70 100 0
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fraccion 7 6,64 2,0 13,28 99,65 0,35
fraccién 8 2,97 2,0 5,94 93,13 6,87
fraccion 9 1,61 2,0 3,22 67,63 32,37
fraccion 10 1,50 2,0 3,00 34,08 65,92
fraccion 11 1,51 2,0 3,02 25,22 74,78
fraccion 12 1,19 2,0 2,38 22,68 77,32
fraccion 13 0,72 2,0 1,44 20,45 79,55
fracciéon 14 0,43 2,0 0,86 17,36 82,64
fraccién 15 0,25 2,0 0,50 16,24 83,76
fraccion 16 0,15 2,0 0,30 18,61 81,39

Se determin6 que la resolucién del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,77.

Ejemplo 5

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Material de intercambio:
Solucién de equilibrado:
Carga:

Solucion de lavado 1:

Solucién de lavado 2:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucién:

anticuerpo anti-IL17

SP Sepharose FF

tampon citrato de sodio 30 mM, ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna
20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon citrato de sodio 30 mM, ajustado a pH 5,0, 1 volumen de columna

tampon citrato de sodio 30 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0

tampon citrato de sodio 30 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

gradiente lineal de una solucion de elucién del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion volumen cantidad de anticuerpo anticuerpo
(UV280) dela ; en forma en formade
muestra ., anticuerpo -

[mg/ml] fraccion monomeérica agregado

E =145 [ml] [ma] (SEC)[%] | (SEC)I[%]
eluido de
proteina A 9,36 10,7 100,07 92,90 7,10

acondicionado

fraccion no
adsorbida 0,00 ~ 50 0,00 i i
fraccion 1 0,18 2,00 0,36 100 0
fraccion 2 0,74 2,00 1,48 100 0
fraccion 3 1,97 2,00 3,94 100 0
fraccion 4 3,62 2,00 7,24 100 0
fraccion 5 5,15 2,00 10,30 100 0
fraccion 6 6,17 2,00 12,34 99,65 0,35
fraccion 7 6,25 2,00 12,50 99,23 0,77
fraccion 8 5,64 2,00 11,28 98,11 1,89
fraccion 9 4,53 2,00 9,06 96,18 3,82
fraccion 10 3,34 2,00 6,68 92,74 7,26
fraccion 11 2,37 2,00 4,74 85,49 14,51
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fraccion 12 1,63 2,00 3,26 77,02 22,98
fraccion 13 1,15 2,00 2,30 63,27 36,73
fraccion 14 0,83 2,00 1,66 48,97 51,03
fraccion 15 0,60 2,00 1,20 36,01 63,99
fraccion 16 0,44 2,00 0,88 25,04 74,96
fraccion 17 0,32 2,00 0,64 19,77 80,23
fraccion 18 0,23 2,00 0,46 17,00 83,00
fraccion 19 0,16 2,00 0,32 16,62 83,38

Se determiné que la resolucién del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,51.

Ejemplo 6

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:
Material de intercambio:

Solucién de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado 1:

Solucién de lavado 2:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucion:

anticuerpo anti-IL17
Toyopearl CM-650 M

tampon citrato de sodio 30 mM, ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de
columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon citrato de sodio 30 mM, ajustado a pH 5,0, 1 volumen de
columna

tampon citrato de sodio 30 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW
3500 Da), D-sorbitol al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0

tampon citrato de sodio 30 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW
3500 Da), D-sorbitol al 15 % (m/m), que comprende cloruro de
sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

gradiente lineal de una solucién de elucién del 0 % (v/v) al 100 %
(v/v) en 22,5 volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO Yy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion volumen cantidad de anticuerpo anticuerpo
muestra (UV280) de I_e} anticuerpo en forrpa en formade
[mg/ml] fraccion [mal monomeérica agregado
E=145 [ml] (SEC) [%] (SEC) [%]

eluido de

proteina A 9,38 10,7 100,32 93,05 6,95

acondicionado

fraccién no

adsorbida 0,00 ~50 0,00 0 0
fraccion 1 0,58 2,00 1,16 100 0
fraccion 2 1,63 2,00 3,26 100 0
fraccion 3 2,89 2,00 5,78 100 0
fraccion 4 4,13 2,00 8,26 100 0
fraccion 5 5,01 2,00 10,02 100 0
fraccion 6 5,49 2,00 10,98 100 0
fraccion 7 5,58 2,00 11,16 100 0
fraccion 8 5,24 2,00 10,48 100 0
fraccion 9 4,52 2,00 9,04 100 0
fraccion 10 3,48 2,00 6,96 99,29 0,71
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fracciéon 11 2,41 2,00 4,82 97,27 2,73
fraccion 12 1,58 2,00 3,16 91,13 8,87
fraccién 13 1,15 2,00 2,30 75,73 24,27
fraccion 14 0,99 2,00 1,98 44,16 55,84
fraccion 15 0,94 2,00 1,88 17,21 82,79
fraccion 16 0,88 2,00 1,76 16,96 83,04
fraccion 17 0,75 2,00 1,50 10,07 89,93
fraccién 18 0,58 2,00 1,16 8,64 91,36
fraccion 19 0,43 2,00 0,86 0,85 99,15
fraccion 20 0,31 2,00 0,62 0 100
fraccién 21 0,21 2,00 0,42 0 100
fraccién 22 0,15 2,00 0,30 0 100

Se determin6é que la resoluciéon del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,76.

Ejemplo 7

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido: anticuerpo anti-IL17

Material de intercambio: CM Sepharose FF

Solucién de equilibrado: tampon citrato de sodio 30 mM, ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado 1: tampon citrato de sodio 30 mM, ajustado a pH 5,0, 1 volumen de columna

Solucion de lavado 2: tampon citrato de sodio 30 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0

Solucion de elucion: tampon citrato de sodio 30 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
sorbitol al 15 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0
Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucion de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO y el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del analisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion volumen cantidad de anticuerpo anticuerpo
(UV280) dela ; en forma en formade
muestra h anticuerpo -

[mg/ml] fraccion [mal monomeérica agregado

E=145 [ml] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 9,55 10,7 102,02 93,04 6,96

acondicionado

fraccion no
adsorbida 0,00 ~ 50 0,00 i i
fraccion 1 0,14 2,00 0,28 98,77 1,23
fraccion 2 0,47 2,00 0,94 100 0
fraccion 3 1,16 2,00 2,32 100 0
fraccion 4 2,19 2,00 4,38 100 0
fraccion 5 3,32 2,00 6,64 100 0
fraccion 6 4,38 2,00 8,76 100 0
fraccion 7 4,98 2,00 9,96 99,79 0,21
fraccion 8 5,37 2,00 10,74 99,48 0,52
fraccion 9 5,18 2,00 10,36 98,65 1,35
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fraccién 10 4,61 2,00 9,22 98,21 1,79
fraccion 11 3,89 2,00 7,78 96,20 3,80
fraccion 12 3,01 2,00 6,02 93,77 6,23
fraccion 13 2,35 2,00 4,70 89,37 10,63
fraccion 14 1,76 2,00 3,52 83,97 16,03
fraccién 15 1,30 2,00 2,60 75,39 24,61
fraccion 16 0,98 2,00 1,96 63,61 36,39
fraccién 17 0,74 2,00 1,48 51,68 48,32
fraccién 18 0,57 2,00 1,14 37,62 62,38
fraccion 19 0,44 2,00 0,88 30,42 69,58
fraccion 20 0,33 2,00 0,66 22,95 77,05
fraccién 21 0,23 2,00 0,46 21,01 78,99
fraccién 22 0,19 2,00 0,38 16,76 83,24
fraccion 23 0,15 2,00 0,30 15,29 84,71

Se determind que la resolucion del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit

(Seasolve Software Inc.) era 0,51.

Ejemplo 8

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Solucién de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucién:

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el

anticuerpo anti-1L17

al 20 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volumenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), xilitol

al 20 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volumenes de columna

tampodn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), xilitol

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), xilitol

al 20 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

volimenes de columna

gradiente lineal de una solucién de elucion del 0% (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5

contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del analisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo ag;'?gfnzgo fragmentos
(UV280) dela de en forma de
muestra [mg/ml] fraccion | anticuerpo | monomérica a rgeado anticuerpo
E=1,45 [mi] [mg] (SEC) [%] (SECQ) 5 | (SEC)[%]
eluido de
proteina A 9,36 10,77 100,24 94,23 5,77 0
acondicionado
fraccion no
adsorbida 0,00 ~ 80 0,00 i i 0
fraccion 1 0,62 1,5 0,93 82,66 0 17,34
fraccion 2 2,85 15 4,28 100 0 0
fraccion 3 5,59 1,5 8,39 100 0 0
fraccion 4 7,15 15 10,73 100 0 0
fraccion 5 7,89 15 11,84 100 0 0
fraccion 6 7,81 1,5 11,72 100 0 0
fraccion 7 7,31 15 10,97 100 0 0
fraccion 8 6,21 1,5 9,32 100 0 0
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fraccion 9 4,48 15 6,72 99,78 0,22 0
fraccién 10 2,74 15 4,11 98,36 1,64 0
fraccion 11 1,65 15 2,48 94,44 5,56 0
fraccién 12 1,24 15 1,86 77,49 22,51 0
fraccién 13 1,23 15 1,85 57,48 42,52 0
fraccion 14 1,39 15 2,09 43,27 56,73 0
fraccién 15 1,43 15 2,15 36,42 63,58 0
fraccion 16 1,30 15 1,95 34,12 65,88 0
fraccion 17 1,01 15 1,52 29,98 70,02 0
fraccién 18 0,72 15 1,08 23,98 76,02 0
fraccion 19 0,48 15 0,72 26,01 73,99 0
fraccion 20 0,32 15 0,48 20,98 79,02 0
fracciéon 21 0,22 15 0,33 20,23 79,77 0
fraccion 22 0,15 15 0,23 21,64 78,36 0

Se determind que la resolucion del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,76.

Ejemplo 9
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-CSF-1R

Solucion de equilibrado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), xilitol
al 20 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volumenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucion de lavado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), xilitol
al 20 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volumenes de columna

Solucion de elucién: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), xilitol
al 20 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucion de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volumenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondémero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO y el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo ag;'?gfnzgo fragmentos
(UV280) dela de en forma de
muestra [mg/ml] fraccion | anticuerpo | monomérica a rgeado anticuerpo
E =147 [mi] [mg] (SEC) [%] (SECQ) 5 | (SEC)[%]
eluido de
proteina A 13,3 7,41 98,58 99,19 0,81 0
acondicionado
fraccion no 0,00 ~ 80 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 1,74 15 2,61 100 0 0
fraccion 2 4,90 15 7,35 100 0 0
fraccion 3 6,98 1,5 10,47 100 0 0
fraccion 4 7,83 15 11,75 100 0 0
fraccion 5 7,96 15 11,94 100 0 0
fraccion 6 7,69 1,5 11,54 100 0 0
fraccion 7 7,20 15 10,80 100 0 0
fraccion 8 6,37 1,5 9,56 100 0 0
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fraccion 9 4,73 15 7,10 100 0 0
fraccién 10 3,14 15 4,71 100 0 0
fraccion 11 1,78 15 2,67 99,57 0,43 0
fraccién 12 0,89 15 1,34 98,06 1,94 0
fraccién 13 0,64 15 0,96 91,40 8,60 0
fraccion 14 0,57 15 0,86 70,19 21,01 8,80
fraccién 15 0,55 15 0,83 63,04 28,85 8,11
fraccion 16 0,43 15 0,65 58,67 31,48 9,85
fraccion 17 0,28 15 0,42 57,19 34,17 8,64

Se determind que la resoluciéon del pico del mondémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,93.

Ejemplo 10
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-IL17

Solucién de equilibrado: tampén citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
glicerol al 30 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
glicerol al 30 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Solucién de elucién: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
glicerol al 30 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucién de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentraciéon | volumen | cantidad anticuerpo ag:cf:grenr][;o fragmentos

(UV280) dela de en forma de
muestra ) . - de .

[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo

E=145 [mI] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 9,36 10,69 100,04 93,93 6,07 0

acondicionado

fraccion no 0,00 ~ 80 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 0,92 1,5 1,38 66,77 0 33,23
fraccion 2 2,90 1,5 4,35 100 0 0
fraccion 3 5,06 1,5 7,59 100 0 0
fraccion 4 6,36 1,5 9,54 100 0 0
fraccion 5 6,71 15 10,07 100 0 0
fraccion 6 6,74 15 10,11 100 0 0
fraccion 7 6,45 1,5 9,68 100 0 0
fraccion 8 571 1,5 8,57 100 0 0
fraccion 9 4,70 1,5 7,05 99,84 0,16 0
fraccion 10 3,50 1,5 5,25 99,54 0,46 0
fraccion 11 2,40 1,5 3,60 98,34 1,66 0
fraccion 12 1,61 1,5 2,42 94,80 5,20 0
fraccion 13 1,23 1,5 1,85 86,37 13,63 0
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fraccion 14 1,16 15 1,74 66,30 33,70 0
fraccién 15 1,28 15 1,92 48,88 51,12 0
fraccion 16 1,38 15 2,07 30,96 69,04 0
fraccién 17 1,34 15 2,01 29,30 70,70 0
fraccién 18 0,88 15 1,32 30,99 69,01 0
fraccion 19 0,89 15 1,34 27,69 72,33 0
fraccién 20 0,64 15 0,96 31,36 68,64 0
fraccion 21 0,56 15 0,84 30,76 69,24 0
fraccion 22 0,35 15 0,53 29,23 70,77 0
fraccién 23 0,25 15 0,38 27,83 72,17 0
fraccion 24 0,18 15 0,27 27,50 72,50 0

Se determind que la resolucion del pico del mondémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,77.

Ejemplo 11
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-CSF-1R

Solucién de equilibrado: tampén citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
glicerol al 30 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucion de lavado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
glicerol al 30 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Solucién de elucién: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
glicerol al 30 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucién de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo ag;'?gfnzgo fragmentos

(UVv280) dela de en forma de
muestra [mg/ml] fraccion | anticuerpo | monomérica a r:eado anticuerpo

E =147 [mi] [mg] (SEC) [%] (SECQ) 5 | (SEC)[%]
eluido de
proteina A 13,3 7,55 100,64 99,13 0,87 0

acondicionado

fraccion no 0,00 ~ 80 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 1,27 1,5 1,91 81,59 0 18,41
fraccion 2 3,61 15 5,42 100 0 0
fraccion 3 5,45 15 8,18 100 0 0
fraccion 4 6,36 15 9,54 100 0 0
fraccién 5 6,48 15 9,72 100 0 0
fraccion 6 6,50 1,5 9,75 100 0 0
fraccion 7 6,28 15 9,42 100 0 0
fraccion 8 5,79 15 8,69 100 0 0
fraccion 9 5,17 1,5 7,76 100 0 0
fraccion 10 4,25 15 6,38 100 0 0
fraccion 11 3,26 1,5 4,89 100 0 0
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fraccion 12 2,27 15 3,41 99,85 0,15 0

fraccién 13 1,43 15 2,15 93,21 0,35 6,45
fraccion 14 0,86 15 1,29 69,58 1,24 29,18
fraccién 15 0,60 15 0,90 58,01 5,92 36,07
fraccién 16 0,51 15 0,77 51,57 15,49 32,94
fraccién 17 0,50 15 0,75 46,54 26,33 27,14
fraccién 18 0,45 15 0,68 43,00 31,02 25,97
fraccion 19 0,43 15 0,65 36,82 38,46 24,72
fraccion 20 0,27 15 0,41 37,11 38,01 24,87

Se determin6 que la resolucién del pico del mondémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,90.

Ejemplo 12
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-IL17

Solucién de equilibrado: tampdn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
sacarosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volumenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado: tampén citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
sacarosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Solucién de elucién: tampdn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
sacarosa al 25 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucion de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentraciéon | volumen | cantidad anticuerpo ag:cf:grenr][;o fragmentos

(UV280) dela de en forma de
muestra ) . - de .

[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo

E=145 [mI] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 9,36 10,71 96,91 94,97 5,03 0

acondicionado

fraccion no 0,00 ~ 90 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 1,12 1,5 1,68 93,40 0 6,60
fraccion 2 3,57 1,5 5,36 100 0 0
fraccion 3 6,05 1,5 9,08 100 0 0
fraccion 4 7,44 1,5 11,16 100 0 0
fraccion 5 7,8 15 11,70 100 0 0
fraccion 6 7,64 15 11,46 100 0 0
fraccion 7 6,96 1,5 10,44 100 0 0
fraccion 8 5,89 1,5 8,84 100 0 0
fraccion 9 4,35 1,5 6,53 99,82 0,18 0
fraccion 10 2,85 1,5 4,28 98,95 1,05 0
fraccion 11 1,81 1,5 2,72 95,18 4,82 0
fraccion 12 1,33 1,5 2,00 85,83 14,17 0
fraccion 13 1,23 1,5 1,85 70,44 29,56 0
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fraccion 14 1,26 15 1,89 59,07 40,93 0
fraccién 15 1,2 15 1,80 50,95 49,05 0
fraccion 16 1,01 15 1,52 43,67 56,33 0
fraccién 17 0,77 15 1,16 42,33 57,67 0
fraccién 18 0,53 15 0,80 36,74 63,26 0
fraccion 19 0,36 15 0,54 37,68 62,32 0
fraccién 20 0,25 15 0,38 36,00 64,00 0
fraccion 21 0,18 15 0,27 34,41 65,59 0

Se determiné que la resolucién del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,73.

Ejemplo 13
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-CSF-1R

Solucién de equilibrado: tampdn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
sacarosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucion de lavado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
sacarosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volumenes de columna

Solucién de elucién: tampdn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
sacarosa al 25 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucion de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volumenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO Yy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo agrt]lcf:grenrqgo fragmentos

(UV280) dela de en forma de
muestra s . - de .

[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo

E=1,47 [ml] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 13,8 7,55 100,44 99,23 0,77 0

acondicionado

fraccion no 0,00 ~90 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 1,78 1,5 2,67 100 0 0
fraccion 2 4,54 15 6,81 100 0 0
fraccion 3 6,45 15 9,68 100 0 0
fraccion 4 7,46 1,5 11,19 100 0 0
fraccion 5 7,50 15 11,25 100 0 0
fraccion 6 7,35 15 11,03 100 0 0
fraccion 7 6,79 15 10,19 100 0 0
fraccion 8 6,01 15 9,02 100 0 0
fraccion 9 4,87 15 7,31 100 0 0
fraccion 10 3,63 15 5,45 100 0 0
fraccion 11 2,38 15 3,57 100 0 0
fraccion 12 1,41 15 2,12 99,73 0,27 0
fraccion 13 0,84 15 1,26 98,71 1,29 0
fraccion 14 0,60 15 0,90 83,46 5,09 11,45
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fraccion 15 0,52 15 0,78 74,12 9,89 15,99
fraccién 16 0,44 15 0,66 71,45 11,73 16,82
fraccién 17 0,33 1,5 0,50 70,55 13,67 15,77
fraccién 18 0,22 15 0,33 61,41 14,38 24,21

Se determin6 que la resolucién del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,84.

Ejemplo 14
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-IL17

Solucion de equilibrado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
fructosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucion de lavado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
fructosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Solucion de elucion: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
fructosa al 25 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucion de elucién del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volumenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentraciéon | volumen | cantidad anticuerpo ag:?gﬁ;go fragmentos
(UV280) dela de en forma de
muestra - . . de .

[mg/ml] fraccion | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo

E=145 [mI] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 9,36 10,7 100,18 95,11 4,89 0

acondicionado

fraccion no 0,00 ~ 80 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 0,93 1,5 1,40 79,49 0 20,51
fraccion 2 3,94 15 5,91 100 0 0
fraccion 3 6,68 1,5 10,02 100 0 0
fraccion 4 7,86 1,5 11,79 100 0 0
fraccion 5 7,98 1,5 11,97 100 0 0
fraccion 6 7,52 1,5 11,28 100 0 0
fraccion 7 6,83 1,5 10,25 100 0 0
fraccion 8 5,75 1,5 8,63 100 0 0
fraccion 9 4,45 1,5 6,68 99,78 0,22 0
fraccion 10 3,08 1,5 4,62 99,45 0,55 0
fraccion 11 1,97 15 2,96 97,64 2,36 0
fraccion 12 1,39 1,5 2,09 92,02 7,98 0
fraccion 13 1,06 1,5 1,59 78,43 21,57 0
fraccion 14 1,13 1,5 1,70 59,36 40,64 0
fraccion 15 1,24 1,5 1,86 44,05 55,95 0
fraccion 16 1,18 1,5 1,77 37,20 62,80 0
fraccion 17 1,08 1,5 1,62 32,47 67,53 0
fraccion 18 0,76 1,5 1,14 29,88 70,12 0
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fraccion 19 0,67 15 1,01 35,55 64,45 0
fraccién 20 0,41 15 0,62 28,90 71,10 0
fraccion 21 0,29 15 0,44 25,31 74,69 0
fraccién 22 0,21 15 0,32 23,60 76,40 0
fraccién 23 0,20 15 0,30 46,16 53,84 0

Se determiné que la resolucién del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,79.

Ejemplo 15

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Solucion de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucion:

anticuerpo anti-CSF-1R

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
fructosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
fructosa al 25 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), D-
fructosa al 25 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

gradiente lineal de una solucién de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volumenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO y el

contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del analisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo ag:]'?gfnzgo fragmentos
(UV280) dela de en forma de
muestra s . - de .
[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo
E=1,47 [ml] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de | 13,3 7,55 100,43 99,22 0,78 0
proteina A
acondicionado
fraccion no | 0,00 ~ 80 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 0,54 15 0,81 77,09 0,22 22,69
fraccion 2 2,58 15 3,87 100 0 0
fraccién 3 5,32 15 7,98 100 0 0
fraccion 4 7,29 15 10,94 100 0 0
fraccion 5 7,78 15 11,67 100 0 0
fraccion 6 7,96 15 11,94 100 0 0
fraccién 7 7,72 15 11,58 100 0 0
fraccién 8 6,87 15 10,31 100 0 0
fraccion 9 6,10 15 9,15 100 0 0
fraccion 10 4,87 15 7,31 100 0 0
fraccion 11 3,61 15 5,42 100 0 0
fraccion 12 2,17 15 3,26 99,89 0,11 0
fraccion 13 1,27 15 1,91 99,24 0,76 0
fraccion 14 0,81 15 1,22 89,35 4,06 6,58
fraccion 15 0,63 15 0,95 80,84 11,62 7,54
fraccion 16 0,59 15 0,89 72,37 20,76 6,86
fraccion 17 0,50 15 0,75 66,31 25,98 7,71
fraccion 18 0,40 15 0,60 64,08 29,11 6,81
fraccion 19 0,26 15 0,39 61,91 31,23 6,86
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| 32,78

| 8,41

Ejemplo 16

Polipéptido:

Solucién de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucién:

Condiciones de cromatografia:

anticuerpo anti-1L17

al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), glicina

al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volumenes de columna

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), glicina

Se determin6 que la resolucién del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,90.

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), glicina

al 8 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

gradiente lineal de una solucién de elucion del 0% (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo agrt]lcf:grenrqgo fragmentos
(UV280) dela de en forma de
muestra i . . de .

[mg/ml] fraccion | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo

E=1,45 [ml] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 8,82 10,76 94,87 94,88 5,12 0

acondicionado

fraccion no 0,00 ~90 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 0,31 15 0,47 53,77 0 46,73
fraccion 2 1,57 15 2,36 100 0 0
fraccion 3 4,68 15 7,02 100 0 0
fraccion 4 7,51 15 11,27 100 0 0
fraccion 5 9,34 15 14,01 100 0 0
fraccion 6 9,92 15 14,88 100 0 0
fraccion 7 9,60 15 14,40 100 0 0
fraccion 8 7,02 15 10,53 99,64 0,36 0
fraccion 9 3,08 15 4,62 97,59 2,41 0
fraccion 10 1,50 15 2,25 88,29 11,71 0
fraccion 11 1,33 1,5 2,00 70,61 29,39 0
fraccion 12 1,45 1,5 2,18 58,23 41,77 0
fraccion 13 1,32 15 1,98 50,02 49,98 0
fraccion 14 0,86 1,5 1,29 43,85 56,15 0
fraccion 15 0,47 15 0,71 42,73 57,27 0
fraccion 16 0,25 15 0,38 38,54 61,46 0

Ejemplo 17

41

Se determind que la resolucion del pico del mondmero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,85.
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Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-CSF-1R

Solucion de equilibrado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), glicina
al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado: tampodn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), glicina
al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Solucion de elucién: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), glicina
al 8 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucion de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo ag;'?gfnzgo fragmentos
(UVv280) dela de en forma de
muestra - . L de .

[mg/ml] fraccion | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo

E=147 [mI] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 13,3 6,87 99,16 99,28 0,72 0

acondicionado

fraccion no 0,00 ~90 0,00 0 0 0
adsorbida
fraccion 1 0,28 15 0,42 66,36 0,41 33,23
fraccion 2 1,82 1,5 2,73 100 0 0
fraccion 3 5,02 1,5 7,53 100 0 0
fraccion 4 7,74 15 11,61 100 0 0
fraccion 5 9,05 15 13,58 100 0 0
fraccion 6 9,19 1,5 13,79 100 0 0
fraccion 7 8,67 1,5 13,01 100 0 0
fraccion 8 7,04 15 10,56 100 0 0
fraccion 9 3,82 15 5,73 99,90 0,10 0
fraccion 10 1,46 15 2,19 99,00 1,00 0
fraccion 11 0,70 1,5 1,05 95,61 4,39 0
fraccion 12 0,56 1,5 0,84 84,11 6,96 8,92
fraccion 13 0,42 15 0,63 79,56 8,46 11,99
fraccion 14 0,25 15 0,38 72,00 12,71 15,29

Se determin6é que la resoluciéon del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,90.

Ejemplo 18
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-IL17

Solucion de equilibrado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), L-
prolina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado: tampodn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), L-
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prolina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

Solucién de elucion: tampoén citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), L-
prolina al 8 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de elucion: gradiente lineal de una soluciéon de elucién del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondémero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del analisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo anticuerpo fragmentos
en forma
muestra (UV280) de I_a} _ de en for(ng de _ de
[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo
E=1,45 [ml] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]

eluido de

proteina A 9,36 10,6 93,51 94,97 5,03 0

acondicionado

fraccion no

adsorbida 0,00 ~90 0,00 0 0 0
fraccion 1 0,26 15 0,39 58,65 0 41,35
fraccion 2 0,95 15 1,43 100 0 0
fraccion 3 2,58 15 3,87 100 0 0
fraccion 4 4,75 1,5 7,13 100 0 0
fraccion 5 6,24 1,5 9,36 100 0 0
fraccion 6 7,22 1,5 10,83 100 0 0
fraccion 7 7,96 15 11,94 100 0 0
fraccion 8 7,97 1,5 11,96 100 0 0
fraccion 9 7,35 1,5 11,03 100 0 0
fraccion 10 5,76 1,5 8,64 100 0 0
fraccion 11 2,89 1,5 4,34 98,95 1,05 0
fraccion 12 1,18 1,5 1,77 94,31 5,69 0
fraccion 13 0,68 1,5 1,02 80,42 19,58 0
fraccion 14 0,63 1,5 0,95 68,26 31,74 0
fraccion 15 0,72 15 1,08 50,87 49,13 0
fraccion 16 0,84 1,5 1,26 60,95 39,05 0
fraccion 17 0,90 15 1,35 75,25 24,75 0
fraccion 18 0,81 15 1,22 78,25 21,75 0
fraccion 19 0,59 15 0,89 79,58 20,42 0
fraccion 20 0,38 15 0,57 73,76 26,24 0
fraccion 21 0,24 15 0,36 75,45 24,55 0
fraccion 22 0,16 1,5 0,24 76,72 23,28 0

Se determind que la resolucion del pico del mondémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,83.

Ejemplo 19
Condiciones de cromatografia:
Polipéptido: anticuerpo anti-CSF-1R

Solucion de equilibrado: tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), L-
prolina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado: tampodn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), L-
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prolina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

tampoén citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da), L-
prolina al 8 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

gradiente lineal de una soluciéon de elucién del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondémero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo anticuerpo fragmentos
en forma
muestra (UV280) de I_a} _ de en for(ng de _ de
[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo
E=1,47 [ml] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]

eluido de

proteina A 13,3 7,31 97,20 99,33 0,67 0

acondicionado

fraccion no

adsorbida 0,00 ~90 0,00 0 0 0
fraccion 1 0,51 15 0,77 67,91 0,38 31,71
fraccion 2 2,31 15 3,47 100 0 0
fraccion 3 4,90 15 7,35 100 0 0
fraccion 4 6,60 1,5 9,90 100 0 0
fraccion 5 7,41 1,5 11,12 100 0 0
fraccion 6 7,70 1,5 11,55 100 0 0
fraccion 7 7,87 15 11,81 100 0 0
fraccion 8 7,21 1,5 10,82 100 0 0
fraccion 9 6,14 1,5 9,21 100 0 0
fraccion 10 4,35 1,5 6,53 100 0 0
fraccion 11 2,13 1,5 3,20 99,89 0,11 0
fraccion 12 0,83 1,5 1,25 99,16 0,84 0
fraccion 13 0,38 1,5 0,57 79,11 5,30 15,59
fraccion 14 0,27 1,5 0,41 63,62 16,62 19,76
fraccion 15 0,24 15 0,36 46,29 27,44 26,27
fraccion 16 0,18 1,5 0,27 68,51 31,49 20,66

Se determind que la resolucion del pico del mondémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,97.

Ejemplo 20

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Solucién de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucién:

anticuerpo anti-IL17

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
betaina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volumenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
betaina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
betaina al 8 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

gradiente lineal de una solucién de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna

44



10

ES 2656 167 T3

El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO vy el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion | volumen | cantidad anticuerpo anticuerpo fragmentos
en forma
muestra (UVv280) de I.a' . de en formg de . de
[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo
E=1,45 [ml] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]

eluido de

proteina A 9,24 10,81 99,86 94,16 5,84 0

acondicionado

fraccion no

adsorbida 0,00 ~90 0,00 0 0 0
fraccion 1 0,21 1,5 0,32 51,88 0 48,12
fraccion 2 0,61 15 0,92 57,58 0 42,46
fraccion 3 1,59 1,5 2,39 100 0 0
fraccion 4 3,25 1,5 4,88 100 0 0
fraccion 5 511 15 7,67 100 0 0
fraccion 6 6,63 1,5 9,95 100 0 0
fraccion 7 7,69 15 11,54 100 0 0
fraccion 8 8,26 15 12,39 100 0 0
fraccion 9 8,15 1,5 12,23 100 0 0
fraccion 10 7,88 1,5 11,82 100 0 0
fraccion 11 5,02 1,5 7,53 100 0 0
fraccion 12 1,91 1,5 2,87 95,64 4,36 0
fraccion 13 0,84 1,5 1,26 85,39 14,61 0
fraccion 14 0,72 1,5 1,08 68,77 31,23 0
fraccion 15 0,81 1,5 1,22 66,73 33,27 0
fraccion 16 0,89 1,5 1,34 64,45 35,55 0
fraccion 17 0,88 1,5 1,32 49,18 50,82 0
fraccion 18 0,77 1,5 1,16 46,31 53,69 0
fraccion 19 0,53 1,5 0,80 44,49 55,51 0
fraccion 20 0,34 1,5 0,51 35,48 64,52 0
fraccion 21 0,22 1,5 0,33 33,50 66,5 0
fraccion 22 0,15 15 0,23 32,72 67,28 0

Se determin6é que la resoluciéon del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,86.

Ejemplo 21

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Solucion de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucién:

anticuerpo anti-CSF-1R

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
betaina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 2 volimenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
betaina al 8 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volumenes de columna

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 3500 Da),
betaina al 8 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

gradiente lineal de una solucién de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5
volimenes de columna
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El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO v el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del andlisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracién | volumen | cantidad anticuerpo ag;'(f:gfnrqgo fragmentos
(UV280) dela de en forma de
muestra - . - de .

[mg/ml] fraccién | anticuerpo | monomérica agregado anticuerpo

E=1,47 [ml] [mg] (SEC) [%] (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 13,8 7,55 99,16 99,22 0,78 0

acondicionado

fraccion no
adsorbida 0,00 ~90 0,00 0 0 0
fraccion 1 0,33 1,5 0,50 71,12 0,40 28,48
fraccion 2 1,61 15 2,42 100 0 0
fraccion 3 4,31 1,5 6,47 100 0 0
fraccion 4 6,58 1,5 9,87 100 0 0
fraccion 5 7,75 15 11,63 100 0 0
fraccion 6 8,30 1,5 12,45 100 0 0
fraccion 7 8,40 15 12,60 100 0 0
fraccion 8 8,13 15 12,20 100 0 0
fraccion 9 7,34 1,5 11,01 100 0 0
fraccion 10 5,40 1,5 8,10 100 0 0
fraccion 11 2,61 1,5 3,92 99,82 0,18 0
fraccion 12 0,92 1,5 1,38 98,56 1,44 0
fraccion 13 0,42 1,5 0,63 92,33 7,67 0
fraccion 14 0,34 1,5 0,51 88,25 11,75 0
fraccion 15 0,32 1,5 0,48 85,93 14,07 0
fraccion 16 0,24 1,5 0,36 82,38 17,62 0
fraccion 17 0,17 1,5 0,26 77,09 22,91 0

Se determin6 que la resoluciéon del pico del monémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
10 (Seasolve Software Inc.) era 0,86.

Ejemplo 22

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido: anticuerpo anti-IL13R17
Solucion de equilibrado: tampon citrato de sodio 10 mM, ajustado a pH 5,0, 2 voliumenes de columna
Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

tampodn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 400 Da), sorbitol
al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 400 Da), sorbitol
al 15 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0

Procedimiento de eluciéon: gradiente lineal de una solucién de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 22,5

volimenes de columna

15 El pico que contenia el anticuerpo se recogié en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO y el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del analisis se presenta en la siguiente tabla.
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Tabla
sy " | e | cantaa ae [ Teeme T euens
muestra h anticuerpo -
[mg/ml] fraccion [ma] monomeérica agregado
E=1,47 [ml] (SEC) [%] (SEC) [%]

eluido de

proteina A 9,76 10,8 105,00 93,34 6,66

acondicionado

fraccién no

adsorbida 0,00 ~ 60 0,00 i i
fraccion 1 3,19 2,0 6,38 100 0
fraccioén 2 11,2 2,0 22,40 100 0
fracciéon 3 12,2 2,0 24,40 100 0
fraccion 4 8,89 2,0 17,78 99,64 0,36
fraccion 5 5,22 2,0 10,44 94,65 5,35
fraccién 6 3,45 2,0 6,90 72,24 27,76
fracciéon 7 2,33 2,0 4,66 44,63 55,37
fraccion 8 1,46 2,0 2,92 33,75 66,25
fraccion 9 0,86 2,0 1,72 24,38 75,62
fraccién 10 0,46 2,0 0,92 30,67 69,33
fraccion 11 0,27 2,0 0,54 51,34 48,66
fraccién 12 0,20 2,0 0,40 64,8 35,2
fraccion 13 0,17 2,0 0,34 71,58 28,42
fraccion 14 0,15 2,0 0,30 75,35 24,65

(Seasolve Software Inc.) era 0,57.

Ejemplo 23

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Solucion de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

anticuerpo anti-IL13R17

tampon citrato de sodio 10 mM, ajustado a pH 5,0, 2 voliumenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampodn citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 10.000 Da),

sorbitol al 15 % (m/m), ajustado a pH 5,0, 4 volimenes de columna

tampon citrato de sodio 10 mM, poli(etilenglicol) al 10 % (m/m) (MW 10.000 Da),
sorbitol al 15 % (m/m), que comprende cloruro de sodio 750 mM, ajustado a pH 5,0
Procedimiento de elucién: gradiente lineal de una solucién de eluciéon del 0% (v/iv) al 100 % (v/v) en 30
volimenes de columna

El pico que contenia el anticuerpo se recogio en fracciones de 3 ml, que se analizaron para determinar el
contenido de mondmero y de agregado, asi como el contenido de proteina de la célula hospedadora CHO y el
contenido de ADN de la célula hospedadora CHO. El resultado del analisis se presenta en la siguiente tabla.

Tabla
concentracion volumen cantidad de anticuerpo anticuerpo en
muestra (UV280) de I_e} anticuerpo en forr,ng forma de
[mg/ml] fraccion [mal monomeérica agregado
E=147 [ml] 9 (SEC) [%] (SEC) [%]
eluido de
proteina A 9,06 10,5 95,13 93,30 6,70
acondicionado
fraccion no
adsorbida 0,00 100 0,00 - -
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fraccion 1 0,27 2,0 0,54 100 0
fraccion 2 0,56 2,0 1,12 100 0
fraccion 3 1,04 2,0 2,08 100 0
fraccién 4 1,59 2,0 3,18 100 0
fraccién 5 2,09 2,0 4,18 100 0
fraccién 6 2,46 2,0 4,92 100 0
fraccion 7 2,78 2,0 5,56 100 0
fraccion 8 3,03 2,0 6,06 100 0
fraccion 9 3,06 2,0 6,12 100 0
fraccién 10 3,15 2,0 6,30 100 0
fracciéon 11 3,06 2,0 6,12 100 0
fraccién 12 3,04 2,0 6,08 100 0
fraccion 13 3,21 2,0 6,42 100 0
fracciéon 14 2,85 2,0 5,70 100 0
fraccién 15 2,52 2,0 5,04 99,46 0,54
fraccién 16 1,07 2,0 2,14 92,89 7,11
fraccién 17 0,48 2,0 0,96 74,81 25,19
fraccion 18 0,33 2,0 0,66 49,32 50,68
fraccién 19 0,30 2,0 0,60 22,75 77,25
fraccion 20 0,28 2,0 0,56 25,32 74,68
fraccion 21 0,27 2,0 0,54 17,5 82,5
fraccién 22 0,28 2,0 0,56 17,29 82,71
fraccion 23 0,28 2,0 0,56 13,47 86,53
fracciéon 24 0,28 2,0 0,56 17,42 82,58
fraccién 25 0,27 2,0 0,54 14,09 85,91
fraccién 26 0,27 2,0 0,54 15,36 84,64
fraccién 27 0,24 2,0 0,48 11,57 88,43
fraccién 28 0,23 2,0 0,46 13,01 86,99
fraccion 29 0,19 2,0 0,38 12,61 87,39
fraccién 30 0,14 2,0 0,28 13,29 86,71

Se determind que la resolucion del pico del mondémero y el pico del agregado usando el programa PeakFit
(Seasolve Software Inc.) era 0,70.

Ejemplo 24

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido: anticuerpo anti-Ang2/VEGF

Material de intercambio: Poros 50HS

Columna: 11 mm de diametro interno, 250 mm de longitud, 23 ml de volumen

Caudal: 90 cm/h

Solucién de equilibrado: tampon fosfato de sodio 40 mM, ajustado a pH 5,0, 3 volumenes de columna
Carga: 20 g de proteina/l material de cromatografia

Solucién de lavado: tampon fosfato de sodio 40 mM, ajustado a pH 5,0, 3 volumenes de columna
Solucion de elucion: tampon fosfato de sodio 40 mM, ajustado a pH 7,5

Procedimiento de elucion: gradiente lineal de una solucion de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 12

volimenes de columna

El eluido de intercambio aniénico acondicionado se aplicé a una columna de cromatografia que contenia el
material de cromatografia de intercambio catiénico. Después de la etapa de carga a un caudal de 90 cm/h, la
columna se lavé con solucion de lavado (3 volimenes de columna). El anticuerpo se recuperd con un
procedimiento de elucién de gradiente lineal, por lo que el valor del pH se varié (aumentd) de 5,0 a 7,5.
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El anticuerpo %1 «coeluye» con el monémero de anticuerpo y se detectan dos picos de anticuerpo ¥a.

Ejemplo 25

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Material de intercambio:

Columna:

Caudal:

Solucion de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucién:

anticuerpo anti-Ang2/VEGF

Poros 50HS

11 mm de diametro interno, 250 mm de longitud, 23 ml de volumen
90 cm/h

tampon fosfato de sodio 40 mM, PEG 4000 al 5 %, ajustado a pH 5,0, 3
volimenes de columna

20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon fosfato de sodio 40 mM, PEG 4000 al 5%, ajustado a pH 5,0, 3
voliumenes de columna

tampon fosfato de sodio 40 mM, PEG 4000 al 5 %, ajustado a pH 7,5

gradiente lineal de una solucién de elucion del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 12
volimenes de columna

El eluido de intercambio aniénico acondicionado se aplicé a una columna de cromatografia que contenia el
material de cromatografia de intercambio catiénico. Después de la etapa de carga a un caudal de 90 cm/h, la
columna se lavé con solucién de lavado (3 volumenes de columna). El anticuerpo se recuperd con un
procedimiento de elucién de gradiente lineal, por lo que el valor del pH se varié (aumento) de 5,0 a 7,5.

Ejemplo 26

Condiciones de cromatografia:

Polipéptido:

Material de intercambio:

Columna:

Caudal:

Solucién de equilibrado:

Carga:

Solucién de lavado:

Solucién de elucién:

Procedimiento de elucion:

anticuerpo anti-Ang2/VEGF

Poros 50HS

11 mm de diametro interno, 250 mm de longitud, 23 ml de volumen

90 cm/h

tampon fosfato de sodio 40 mM, ajustado a pH 5,0, 3 volumenes de columna
20 g de proteina/l material de cromatografia

tampon fosfato de sodio 40 mM, PEG 4000 al 10 %, glicina al 8 %, ajustado a pH
5,0, 3 volimenes de columna

tampon fosfato de sodio 40 mM, PEG 4000 al 10 %, glicina al 8 %, ajustado a pH
7,5

gradiente lineal de una solucion de elucién del 0 % (v/v) al 100 % (v/v) en 12
volimenes de columna

El eluido de intercambio aniénico acondicionado se aplicé a una columna de cromatografia que contenia el
material de cromatografia de intercambio catiénico. Después de la etapa de carga a un caudal de 90 cm/h, la
columna se lavé con solucién de lavado (3 volumenes de columna). El anticuerpo se recuperdé con un
procedimiento de eluciéon de gradiente lineal, por lo que el valor del pH se varié (aumentd) de 5,0 a 7,5.

En la Figura6 se muestra la distribucion de anticuerpo en forma monomérica, fragmento anticuerpo % y
anticuerpo en forma agregada en las fracciones recogidas de la cromatografia de intercambio catiénico del
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anticuerpo anti-Ang2/VEGF en el material de cromatografia de intercambio catiénico. El anticuerpo en forma
monomeérica y el anticuerpo en forma agregada y el fragmento anticuerpo % se separan.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para producir un anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica que comprende las
siguientes etapas:

- aplicar una primera solucion que comprende opcionalmente poli(etilenglicol) y sorbitol a un material
cromatografico de intercambio catiénico y equilibrar de ese modo el material,

- aplicar la solucién que comprende el anticuerpo de la clase IgG al material de cromatografia
equilibrado y cargar de este modo el material de cromatografia,

- producir el anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica aplicando una solucién al material
cromatografico que comprende poli(etilenglicol) y sorbitol y desorbiendo/eluyendo de este modo el
anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica del material cromatografico,

por lo que el poli(etilenglicol) tiene una concentracion de un 10 % en peso y el sorbitol tiene una
concentracion de un 5 % a un 20 % en peso.

Un procedimiento para producir un anticuerpo de la preparacion de la clase 1gG con contenido reducido
de proteina de la célula hospedadora que comprende las siguientes etapas:

- aplicar una primera solucion que comprende opcionalmente poli(etilenglicol) y sorbitol a un material
cromatografico de intercambio catidnico y equilibrar de ese modo el material,

- aplicar la solucion que comprende el anticuerpo de la clase IgG al material de cromatografia
equilibrado y cargar de este modo el material de cromatografia,

- producir el anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica aplicando una soluciéon al material
cromatografico que comprende poli(etilenglicol) y sorbitol y desorbiendo/eluyendo de este modo el
anticuerpo de la clase IgG en forma monomérica del material cromatografico,

por lo que el poli(etilenglicol) tiene una concentracion de un 10 % en peso y el sorbitol tiene una
concentracién de un 5 % a un 20 % en peso.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que
el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular de 3500 Da +/- 20 %.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que
el anticuerpo monomeérico tiene una masa molecular de 100 kDa a 200 kDa.

Un procedimiento para producir en forma monomeérica un anticuerpo CrossMab de cuatro cadenas de
longitud completa que comprende las siguientes etapas:

a) cultivar una célula de mamifero que comprende un acido nucleico que codifica el anticuerpo y
recuperar el anticuerpo de la célula o del medio de cultivo,

b) purificar el anticuerpo con un procedimiento de cromatografia de intercambio catiénico que
comprende las siguientes etapas:

- aplicar una solucion que comprende poli(etilenglicol) y sorbitol a un material de
cromatografia sobre el que se ha adsorbido un anticuerpo, por la que el anticuerpo de
longitud completa de cuatro cadenas en forma monomérica permanece adsorbido sobre un
material de cromatografia de intercambio i6nico, y

- recuperar el anticuerpo CrossMab de longitud completa de cuatro cadenas en forma
monomeérica del material de cromatografia de intercambio idnico aplicando una solucién que
comprende poli(etilenglicol) y sorbitol, por la que el poli(etilenglicol) tiene una concentracion
de un 10 % en peso y el sorbitol tiene una concentracion de un 5 % a un 20 % en peso, y
produciendo de ese modo el anticuerpo.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3

solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 en una solucién que comprende
un 10 % en peso de un poli(etilen)glicol de una masa molecular de 3500 Da
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Fig. 4

solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 en una solucién que comprende un
10 % en peso de un poli(etilen)glicol de una masa molecular de 3500 Da
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Fig. 5

solubilidad de un anticuerpo anti-IL17 en una soluciéon que comprende
un 10 % en peso de un poli(etilen)glicol de una masa molecular de 3500 Da
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Fig. 6

Andlisis con 20 ml de Superdex 200
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