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DESCRIPCION
Separador de columna de cromatografia movil

La presente invencion se encuentra en el campo de la cromatografia, en mas detalle, en el campo de la purificacion
de polipéptidos mediante procedimientos cromatograficos que emplean columnas de cromatografia. En el presente
documento se informa de un separador de columna de cromatografia que puede dividir una columna de
cromatografia en una camara de columna de cromatografia superior y una camara de columna de cromatografia
inferior, y que tiene una posicion variable en la columna de cromatografia, es decir, el separador se puede deslizar a
lo largo con la compresién dependiente de la presion del material de cromatografia circundante.

Antecedentes de la invenciéon

Los polipéptidos desempefian un papel importante en la cartera médica actual. Para su aplicacion en seres
humanos, cada sustancia farmacéutica ha de satisfacer distintos criterios. Para garantizar la seguridad de los
agentes biofarmacéuticos para los seres humanos, se han de retirar especialmente los acidos nucleicos, virus y
proteinas de la célula huésped que provocarian dafos graves. Para satisfacer la especificacion reglamentaria, una o
mas etapas de purificacion han de seguir el procedimiento de fabricacion. Entre otras, la pureza, el rendimiento y la
produccion desempefian un papel importante en la determinacién de un procedimiento de purificacion apropiado.

En los procedimientos cromatograficos generales, se emplean columnas de cromatografia que comprenden
esencialmente un alojamiento de columna con un elemento de conexién superior e inferior que, a su vez, comprende
una entrada en la parte superior de la columna, una salida en la parte inferior de la columna, una frita de columna de
cromatografia superior, una frita de columna de cromatografia inferior, una placa de distribucién superior y un
material cromatografico.

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

Para la purificacién de inmunoglobulinas, que se han producido, por ejemplo, mediante procedimientos de cultivo
celular, en general, se emplea una combinacién de diferentes etapas de cromatografia. Normalmente, una
cromatografia de afinidad con proteina A se sigue de una o dos etapas de separaciéon adicionales. La etapa de
purificacion final es la llamada “etapa de pulido” para la retirada de contaminantes e impurezas traza, como
inmunoglobulinas agregadas, HCP (proteina de la célula huésped) residual, ADN (acido nucleico de la célula
huésped), virus o endotoxinas. Para esta etapa de pulido, normalmente se usa un material de intercambio aniénico
en un modo de flujo continuo.

En el documento WO 2006/048514, se informa de un recipiente que comprende extremos superior e inferior abiertos
y conformados de manera complementaria con una mezcla cromatografica que se dispone en el recipiente, y un filtro
de membrana que se fija al extremo inferior del recipiente. En el documento US 6.458.273, se informa de un
conjunto de columna de cromatografia de liquidos de alto rendimiento que incluye una columna de carga con una
camara de carga con un primer diametro interno y una primera longitud en comunicacion fluida con una columna de
separacion que tiene una camara de separacion con un diametro mas pequefio que el diametro interno de la
columna de carga y una longitud mayor que la longitud de la columna de carga.

En el documento US 4.719.011, se informa de columnas de cromatografia de liquidos de alta presién que se pueden
modificar de manera modular en cuanto a su longitud y/o diametro interno y pueden contener otros componentes en
el sistema modular, por ejemplo, secciones de columna, adaptadores y adaptadores de cono, para unir secciones de
columna de diferentes diametros internos, y unidades de placa terminal para canalizar o evacuar fluidos. En el
documento EP 1 916 522, se informa de un dispositivo de columna que comprende una fase estacionaria que tiene
una pluralidad de particulas adaptadas para interaccionar con una fase movil a fin de separar diferentes compuestos
de un fluido de muestra disuelto en la fase mévil, un alojamiento para alojar al menos parcialmente la fase
estacionaria y un separador que separa secciones de la fase estacionaria y que se acopla a la fuerza con el
alojamiento.

En el documento WO 00/010675, se informa de una columna de cromatografia segmentada que incluye una
pluralidad de lechos de medio separados y delimitados por una pluralidad de elementos porosos. En el documento
US 3.398.512, se informa de un aparato de cromatografia. En el documento US 3.453.811, se informa de columnas
de cromatografia con elementos de reparto en las mismas. En el documento EP-A 1 892 526, se informa de una
columna y una columna con cartucho que usa la misma. En el documento US 3.657.864, se informa de un sistema
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de separacion para la resolucion de mezclas volatiles.

En el documento US 5.667.676 se informa de una columna cromatografica de flujo vertical, de volumen fijo, que
comprende un elemento de columna que tiene una camara interna para contener el sorbente particulado en un
espacio rodeado por paredes laterales y dos fritas lisas, una en la parte superior y otra en la parte inferior.

Sumario de la invencién

Este separador como se informa en el presente documento permite el reemplazo del material de cromatografia en la
camara de columna de cromatografia superior sin la necesidad de reemplazar el material de columna de
cromatografia en la camara de columna de cromatografia inferior, también permite, por ejemplo, la combinacién de
dos materiales de cromatografia diferentes con diferentes grupos funcionales cromatograficos en una columna de
cromatografia, y en presencia del separador, se pueden proporcionar columnas de cromatografia rellenadas mas
homogéneamente. Ademas, el separador como se informa en el presente documento reduce la contrapresion
ejercida por la columna, es decir, reduce la presion en el interior la columna. En cada separador afiadido al relleno
de la columna se induce un descenso de presion.

Un aspecto de la invencion es una columna de cromatografia que comprende uno o mas separadores de columna
de cromatografia méviles que comprenden

un anillo de guia de forma circular (2) que tiene una seccion transversal vertical que comprende dos areas en
seccion transversal axialmente simétricas (5 y 6),

en el que cada una de las areas en seccion transversal axialmente simétricas tiene
a) una estructura ahusada, en la que el ahusamiento es desde el exterior al interior del anillo de guia, y
b) una muesca (8) con una abertura dirigida al interior del anillo de guia para montar una frita
y
una frita (1) montada en el anillo de guia,
con lo que cualquier separador de columna de cromatografia estd en contacto con un primer material de
cromatografia y en contacto con un segundo material de cromatografia, con lo que el primer y el segundo material

de cromatografia son

a) materiales de cromatografia con el mismo grupo funcional cromatografico y del mismo o diferente
tamafo de particula, o

b) materiales de cromatografia con diferentes grupos funcionales cromatograficos.
En el presente documento se informa de un anillo de guia de forma circular para su uso en una columna de
cromatografia de liquidos, caracterizado por que el anillo de guia tiene una seccion transversal vertical que
comprende dos areas en seccién transversal axialmente simétricas (5 y 6), en el que cada una de las areas en
seccion transversal axialmente simétricas tiene

a) una estructura ahusada, en la que el ahusamiento es desde el exterior al interior del anillo de guia, y

b) una muesca (8) con una abertura dirigida al interior del anillo de guia para montar una frita.
En un modo de realizacién, la muesca es una muesca rectangular. En otro modo de realizacion, cada una de las
areas en seccion transversal tiene una forma triangular y el lado mas largo (7) tiene una longitud de al menos 1,5
veces el diametro de la muesca (8). En otro modo de realizacion, el anillo esta hecho de caucho, plastico, silicona,

politetrafluoroetileno, polietileno o polipropileno.

En el presente documento también se informa del uso de un anillo de guia como se informa en el presente
documento para montar una frita en una columna de cromatografia de liquidos cilindrica.

En el presente documento también se informa de un separador de columna de cromatografia que comprende un
anillo de guia como se informa en el presente documento y una frita montada en el anillo de guia.

En un modo de realizacion, la frita es

a) una unica frita, o
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b) dos fritas con una frita superior y una frita inferior.

En otro modo de realizacion a) la frita tiene un tamafo de poro de desde 1 um a 20 um o b) cada una de las fritas
tiene un tamario de poro de desde 1 um a 20 um independientemente la una de la otra, con lo que el tamafio de poro
de la frita superior es mas pequefio que el tamafio de poro de la frita inferior. En otro modo de realizacién, la frita
estd hecha de metal, silicona, polipropileno, polietileno, politetrafluoroetiieno, materiales sinterizados o
combinaciones de los mismos. En otro modo de realizacion, el separador comprende soportes a distancia, todos
unidos a un lado del separador.

En un modo de realizacion, el separador de columna de cromatografia se caracteriza por que

a) el separador separa una columna de cromatografia en una camara de columna de cromatografia superior
y una camara de columna de cromatografia inferior, y

b) el separador tiene una posicion variable en la columna de cromatografia al deslizarse a lo largo de la
pared interna de la columna de cromatografia.

En un modo de realizacion, el separador de columna de cromatografia comprende una frita, en otro modo de
realizacion, el separador comprende una frita superior y una frita inferior. En otro modo de realizacion, el separador
de columna de cromatografia o dicha frita superior o dicha frita inferior tiene un tamafo de poro de desde 1 ym a
20 pym, con lo que el tamafo de poro de la frita superior es mas pequefio que el tamafio de poro de la frita inferior.
En otro modo de realizacién, la frita esta hecha de metal, silicona, polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno,
materiales sinterizados o combinaciones de los mismos. En un modo de realizacién, el separador de columna de
cromatografia tiene tres o mas soportes a distancia unidos a un lado. En un modo de realizaciéon especifico, los
soportes a distancia se unen al lado del separador de columna de cromatografia con el tamafio de poro mas grande.

En el presente documento se informa del uso de un separador de columna de cromatografia como se informa en el
presente documento para dividir una columna de cromatografia en camaras. En el presente documento se informa
del uso de un separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento para separar una
columna de cromatografia en una camara de columna de cromatografia superior y una camara de columna de
cromatografia inferior. En el presente documento todavia se informa del uso de un separador de columna de
cromatografia como se informa en el presente documento para separar el material de cromatografia en una columna
de cromatografia en dos fracciones distintas. En el presente documento también se informa del uso de un separador
de columna de cromatografia como se informa en el presente documento para separar dos materiales de
cromatografia diferentes en una columna de cromatografia.

En el presente documento se informa adicionalmente del uso de un separador de columna de cromatografia de
acuerdo con la invencion para separar una columna de cromatografia que contiene un material de cromatografia en
dos camaras separadas, con lo que se incluye el separador de columna de cromatografia en un material de
cromatografia en una columna de cromatografia, el uso de un separador de columna de cromatografia como se
informa en el presente documento para separar una columna de cromatografia que contiene un material de
cromatografia en dos camaras separadas, con lo que el separador de columna de cromatografia separa dos
materiales de cromatografia diferentes en una columna de cromatografia.

Todavia un aspecto como se informa en el presente documento es una columna de cromatografia que comprende al
menos un, es decir, uno o mas, separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento.
En un modo de realizacion, la columna de cromatografia comprende uno o dos separadores de columna de
cromatografia. En otro modo de realizacion de este aspecto, cualquier separador de columna de cromatografia esta
en contacto con un primer material de cromatografia y en contacto con un segundo material de cromatografia, con lo
que el primer y el segundo material de cromatografia son

a) materiales de cromatografia con el mismo grupo funcional cromatografico y del mismo o diferente tamafio
de particula, o

b) materiales de cromatografia con diferentes grupos funcionales cromatograficos.

Otro aspecto como se informa en el presente documento es el uso de una columna de cromatografia que
comprende al menos un separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento para la
purificacion de un polipéptido.

En el presente documento también se informa de un dispositivo de aplicacion de separador de columna de
cromatografia, con lo que el dispositivo tiene en su parte inferior una forma que es inversa a la forma de la superficie
superior del separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento y un diametro que
es mas pequefio que el diametro externo del anillo de guia.

Descripcién detallada de la invenciéon
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En el presente documento se informa de un anillo de guia de forma circular para su uso en una columna de
cromatografia de liquidos, caracterizado por que el anillo de guia tiene una seccion transversal vertical que
comprende dos areas en seccion transversal axialmente simétricas, en el que cada una de las areas en seccion
transversal axialmente simétricas tiene

a) una estructura ahusada, en la que el ahusamiento es desde el exterior al interior del anillo de guia, y
b) una muesca con una abertura dirigida al interior del anillo de guia para montar una frita.

Se informa de un separador de columna de cromatografia para separar un material de cromatografia en una
columna de cromatografia en dos partes separadas, con lo que

a) el separador separa la columna de cromatografia en una cadmara de columna de cromatografia superior y
una camara de columna de cromatografia inferior, y

b) el separador tiene una posicion variable en la columna de cromatografia, y
c) el separador se incluye en el material de cromatografia.

En cromatografia en columna, al menos uno o mas polipéptidos de interés, es decir, uno o mas polipéptidos que se
van a purificar, se separan de otros polipéptidos y sustancias sin interés mediante un procedimiento de separacion
cromatografica por medio de la interacciéon con un material de cromatografia.

El término “polipéptido” indica un polimero que consiste en residuos aminoacidicos unidos por enlaces peptidicos,
bien producidos natural o sintéticamente. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 20 residuos
aminoacidicos se pueden denominar “péptidos”. Un polipéptido que comprende una o mas cadenas aminoacidicas o
una cadena aminoacidica de 100 o mas residuos aminoacidicos se puede denominar “proteina”. Los polipéptidos
también pueden comprender adicionalmente componentes no aminoacidicos, tales como grupos glucidicos. Se
pueden afadir grupos glucidicos y otros componentes no aminoacidicos por la célula en la que se produce el
polipéptido, y variaran con el tipo de célula. Se definen polipéptidos en términos de sus estructuras de cadena
principal aminoacidica; los sustituyentes, tales como los grupos glucidicos, no se especifican generalmente, pero, no
obstante, pueden estar presentes. En un modo de realizacion, el polipéptido es una inmunoglobulina, o un fragmento
de inmunoglobulina, o una proteina de fusibn que comprende una inmunoglobulina o un fragmento de
inmunoglobulina.

El término “inmunoglobulina” indica un polipéptido que comprende en general dos polipéptidos de cadena ligera
(cadena ligera, LC) y dos polipéptidos de cadena pesada (cadena pesada, HC). Cada una de las cadenas pesada y
ligera comprende una region variable (generalmente la porcién aminoterminal de la cadena) que contiene regiones
de union especifica (CDR, regiéon determinante de la complementariedad) que interaccionan con el antigeno. Cada
una de las cadenas pesada y ligera también comprende una region constante (generalmente, la porcién
carboxiterminal de las cadenas) que media en la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped,
incluyendo diversas células del sistema inmunitario, algunas células fagociticas y un primer componente (C1q) del
sistema del complemento clasico. En general, una cadena ligera comprende un dominio variable de la cadena ligera
y un dominio constante de la cadena ligera, mientras que una cadena pesada comprende un dominio variable de la
cadena pesada, una region bisagra y dominios constantes de la cadena pesada, es decir, un dominio Cy1, un
dominio Cn2, un dominio Cu3 y opcionalmente un dominio Cw4. Las inmunoglobulinas pueden existir en una
variedad de formas, incluyendo, por ejemplo, los fragmentos Fv, Fab y F(ab),, asi como cadenas sencillas (por
ejemplo, Huston, J.S., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 5879-5883; Bird, R.E., et al., Science 242 (1988)
423-426; en general, Hood, L.E., et al., Immunology, Benjamin N.Y., 2.2 edicion (1984) y Hunkapiller, T., y Hood, L.,
Nature 323 (1986) 15-16). Dependiendo de la secuencia aminoacidica de los dominios constantes de la cadena
pesada, se asignan inmunoglobulinas a diferentes clases: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Algunas de estas clases se
dividen adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG en IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 o IgA en IgA1 e IgA2.
De acuerdo con la clase de inmunoglobulina a la que pertenece una inmunoglobulina, las regiones constantes de la
cadena pesada de las inmunoglobulinas se llaman a (IgA), d (IgD), e (IgE), g (IgG) y m (IgM), respectivamente.
Ademas, son posibles dos tipos de cadena ligera de inmunoglobulina, una cadena ligera de tipo lambda y una
cadena ligera de tipo kappa.

El término “material de cromatografia” como se usa en esta solicitud indica, por un lado, un material sélido que se
puede usar sin modificacion adicional en una purificacién cromatografica de un polipéptido de interés, tal como
hidroxiapatita, y también un material que comprende un material de nicleo a granel que se ha modificado mediante
la introduccién/acoplamiento de grupos funcionales cromatograficos, por ejemplo, mediante enlaces covalentes,
tales como SP-Sepharose®. Se entiende que el material de nucleo a granel no esta implicado en la separacion
cromatografica, es decir, en la interaccion entre el polipéptido que se va a separar y los grupos funcionales
cromatograficos del material de cromatografia. Meramente se proporciona un marco tridimensional al que se unen
los grupos funcionales cromatograficos y que garantiza que la solucién que contiene el polipéptido que se va a
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purificar pueda acceder a los grupos funcionales cromatograficos. En un modo de realizacion, el material de nucleo a
granel es una fase solida. Por tanto, en otro modo de realizacion, el “material de cromatografia” es una fase solida a
la que se unen grupos funcionales cromatograficos. En otro modo de realizacién, el “grupo funcional cromatografico”
es un grupo hidréfobo ionizable, o un grupo hidréfobo, o un grupo complejo en el que se combinan diferentes grupos
funcionales cromatograficos a fin de unirse solo a un determinado tipo de polipéptido, o un grupo cargado positiva o
negativamente unido covalentemente.

Generalmente, el polipéptido que se va a purificar se aplica al material de cromatografia como una solucién acuosa
tamponada.

El término “aplicar a” y equivalentes gramaticales del mismo como se usa en esta solicitud indica una etapa parcial
de una purificacién cromatografica de un polipéptido en la que una solucién que contiene el polipéptido de interés
que se va a purificar se pone en contacto con el material de cromatografia. Esto indica que la solucién que contiene
el polipéptido que se va a purificar se afiade a la columna de cromatografia que contiene el material de
cromatografia en la entrada superior de la columna. La soluciéon que contiene el polipéptido de interés que se va a
purificar pasa a través del material de cromatografia, permitiendo asi una interaccién entre el material de
cromatografia y las sustancias en solucion. Dependiendo de las condiciones, tales como, por ejemplo, pH,
conductividad, concentracion de sal, temperatura y/o caudal, las sustancias contenidas en la solucién interaccionan
especificamente con el material de cromatografia, con lo que su movimiento a través de la columna de cromatografia
se efectua dependiendo de la interaccién con el material de cromatografia. El polipéptido de interés se puede
recuperar de la solucién obtenida después de la etapa de purificacion, es decir, del eluido, mediante procedimientos
conocidos por un experto en la técnica, tales como, por ejemplo, precipitacion, desestabilizacién salina,
ultrafiltracion, diafiltracion, liofilizacion, cromatografia de afinidad o reduccion del volumen del disolvente para
obtener la sustancia de interés en una forma sustancialmente homogénea.

El término “tamponada” como se usa en esta solicitud indica una solucién en la que los cambios de pH debidos a la
adicién o liberacion de sustancias acidas o basicas se nivelan mediante una sustancia tampén. Se puede usar
cualquier sustancia tampdén que dé como resultado dicho efecto. En un modo de realizaciéon, se usan sustancias
tampo6n farmacéuticamente aceptables, tales como, por ejemplo, acido fosférico o sales del mismo, acido acético o
sales del mismo, &cido citrico o sales del mismo, morfolina o sales de la misma, acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico
o sales del mismo, histidina o sales de la misma, glicina o sales de la misma o tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS)
o sales del mismo. En un modo de realizacion, la sustancia tampo6n es acido fosférico o sales del mismo, o acido
acético o sales del mismo, o acido citrico o sales del mismo, o histidina o sales de la misma. 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.

En un procedimiento de purificacion por cromatografia en columna de liquidos, el material de cromatografia se
localiza en un alojamiento de columna y se indica como “fase estacionaria”. Para posibilitar que una fase
estacionaria interaccione con sustancias/polipéptidos en una solucién aplicada a la misma, la fase estacionaria se
rodea de/se incluye en una “fase movil”. El término “fase mévil” indica un liquido, por ejemplo, una solucién acuosa
tamponada, una mezcla de agua y un disolvente organico, o un disolvente organico, que se usa en el procedimiento
de purificacion cromatografica en el que se emplea una fase estacionaria.

Estan bien establecidos y se usan ampliamente diferentes procedimientos de cromatografia para la recuperacion y
purificacion de polipéptidos, tales como cromatografia de afinidad con proteinas microbianas (por ejemplo,
cromatografia de afinidad con proteina A o proteina G), cromatografia de intercambio iénico (por ejemplo,
intercambio cationico (resinas de carboximetilo), intercambio aniénico (resinas de aminoetilo) e intercambio mixto),
adsorcion tiofilica (por ejemplo, con beta-mercaptoetanol y otros ligandos SH), cromatografia de interaccion
hidréfoba o adsorciébn aromatica (por ejemplo, con Phenyl-Sepharose, resinas aza-arendfilas o acido m-
aminofenilboroénico), cromatografia de afinidad con quelatos de metal (por ejemplo, con material de afinidad por Ni(ll)
y Cu(ll)), cromatografia de exclusion por tamafio y procedimientos electroforéticos (tales como electroforesis en gel,
electroforesis capilar) (véase, por ejemplo, Vijayalakshmi, M. A., Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102).

El término “cromatografia de induccion de carga hidréfoba”, abreviado “HCIC”, indica un procedimiento de
cromatografia que emplea un “material de cromatografia de induccién de carga hidréfoba”. Un “material de
cromatografia de induccion de carga hidréfoba” es un material de cromatografia que comprende grupos funcionales
cromatograficos que, en un intervalo de pH, pueden formar enlaces hidréfobos con la sustancia/polipéptido que se
va a purificar y que se cargan positiva o bien negativamente en otros intervalos de pH, es decir, la HCIC usa grupos
hidréfobos ionizables como grupo funcional cromatografico. Generalmente, el polipéptido se une al material de
induccion de carga hidréfoba en condiciones de pH neutro y después se recupera mediante la generacion de
repulsién de carga mediante un cambio del valor de pH. Un “material de cromatografia de inducciéon de carga
hidréfoba” ejemplar es BioSepra MEP o HEA Hypercel (Pall Corp., EE. UU.).

El término “cromatografia de interaccién hidréfoba”, abreviado “HIC”, indica un procedimiento de cromatografia en el
que se emplea un “material de cromatografia de interaccion hidréfoba”. Un “material de cromatografia de interaccion
hidréfoba” es un material de cromatografia al que se unen grupos hidréfobos, tales como grupos butilo, octilo o
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fenilo, como grupos funcionales cromatograficos. Aplicados a los polipéptidos, se separan dependiendo de la
hidrofobia de sus cadenas laterales aminoacidicas expuestas a superficie, que pueden interaccionar con los grupos
hidréfobos del material de cromatografia de interaccion hidréfoba. Las interacciones entre los polipéptidos y el
material de cromatografia se pueden ver influenciadas por la temperatura, el disolvente y la fuerza iénica del
disolvente. Un incremento de la temperatura, por ejemplo, facilita la interaccion entre el polipéptido y el material de
cromatografia de interaccién hidrofoba a medida que se incrementa el movimiento de las cadenas laterales
aminoacidicas y se vuelven accesibles las cadenas laterales aminoacidicas hidréfobas alojadas en el interior del
polipéptido a temperaturas mas bajas. También se promueve la interaccion hidréfoba mediante sales cosmétropas y
se disminuye mediante sales caétropas. Los “materiales de cromatografia de interaccion hidréfoba” son, por ejemplo,
Phenylsepharose CL-4B, 6 FF, HP, Phenyl Superose, Octyl-Sepharose CL-4B, 4 FF y Butylsepharose 4 FF (todos
disponibles de Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Alemania), que se obtienen por medio de acoplamiento
de éter glicidilico al material a granel.

El término “cromatografia de afinidad” como se usa en esta solicitud indica un procedimiento de cromatografia que
emplea un “material de cromatografia de afinidad”. En una cromatografia de afinidad, los polipéptidos se separan
basandose en su actividad biolégica o estructura quimica dependiendo de la formaciéon de interacciones
electrostaticas, enlaces hidrofobos y/o formacion de enlaces de hidrégeno con respecto a los grupos funcionales
cromatograficos del material de cromatografia. Para recuperar el polipéptido unido especificamente del material de
cromatografia de afinidad, se afiade un ligando competidor o bien se cambian las condiciones de cromatografia,
tales como el valor de pH, la polaridad o la fuerza i6nica del tampoén. Un “material de cromatografia de afinidad” es
un material de cromatografia que comprende un grupo funcional cromatografico complejo en el que se combinan
diferentes grupos funcionales cromatograficos unicos a fin de unirse solo a un determinado tipo de polipéptido. Este
material de cromatografia se une especificamente a un determinado tipo de polipéptido dependiendo de la
especificidad de su grupo funcional cromatografico. Los “materiales cromatograficos de afinidad” ejemplares son un
“material de cromatografia de quelacién de metales”, tal como los materiales que contienen Ni(ll)-NTA o Cu(Il)-NTA,
para la unién de polipéptidos de fusién que contienen una marca de hexahistidina o polipéptidos con una multitud de
residuos de histidina, cisteina y/o triptéfano expuestos a superficie, o un “material de cromatografia de unién a
anticuerpo”, tal como la proteina A, o un “material de cromatografia de unién a enzima”, tal como los materiales de
cromatografia que comprenden analogos de sustratos enzimaticos, cofactores enzimaticos o inhibidores enzimaticos
como grupo funcional cromatografico, o un “material de cromatografia de union a lectina”, tal como los materiales de
cromatografia que comprenden polisacaridos, receptores de superficie celular, glucoproteinas o células inalteradas
como grupo funcional cromatografico.

El término “cromatografia de quelacion de metales” como se usa en esta solicitud indica un procedimiento de
cromatografia que emplea un “material de cromatografia de quelacion de metales”. La cromatografia de quelacion
de metales se basa en la formacién de quelatos entre un ion de metal, tal como Cu(ll), Ni(ll) o Zn(ll), que se une a un
material de nucleo a granel como grupos funcionales cromatograficos, y grupos donantes de electrones de cadenas
laterales aminoacidicas expuestas a superficie de polipéptidos, especialmente con cadenas laterales que contienen
imidazol y cadenas laterales que contienen grupos tiol. El quelato se forma a valores de pH en los que esas cadenas
laterales no estan protonadas al menos parcialmente. El polipéptido unido se recupera del material de cromatografia
mediante un cambio en el valor de pH, es decir, mediante protonacién. Los “materiales de cromatografia de
quelacion de metales” ejemplares son HiTrap Chelating HP (Amersham Pharmacia Biotec Europe GmbH, Alemania)
o Fractogel EMD (EMD Chemicals Inc, EE. UU.).

El término “cromatografia de intercambio i6nico” como se usa en esta solicitud indica un procedimiento de
cromatografia que emplea un “material de cromatografia de intercambio iénico”. El término “material de
cromatografia de intercambio iénico” engloba, dependiendo de si se intercambia un catién en una “cromatografia de
intercambio cationico”, un “material de cromatografia de intercambio catiénico”, o de si se intercambia un anién en
una “cromatografia de intercambio aniénico”, un “material de cromatografia de intercambio aniénico”. El término
“material de cromatografia de intercambio ibnico” como se usa en esta solicitud indica una fase sélida inmovil de alto
peso molecular que tiene grupos cargados unidos covalentemente como grupos funcionales cromatograficos. Para
obtener la neutralidad de carga global, los contraiones no unidos covalentemente se asocian con los grupos
cargados unidos covalentemente. 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 solucién
circundante. Dependiendo de la carga de sus contraiones intercambiables, el “material de cromatografia de
intercambio i6nico” se denomina “material de cromatografia de intercambio cati6nico” o “material de cromatografia
de intercambio anionico”. Adicionalmente, dependiendo de la naturaleza del grupo cargado, el “material de
cromatografia de intercambio i6nico” se denomina, por ejemplo, material de cromatografia de intercambio catiénico
con grupos acido sulfénico (S) o grupos carboximetilo (CM). Dependiendo de la naturaleza quimica del grupo
cargado, el “material de cromatografia de intercambio i6nico” se puede clasificar adicionalmente como material de
cromatografia de intercambio i6nico fuerte o débil, dependiendo de la fuerza del sustituyente cargado unido
covalentemente. Por ejemplo, los materiales de cromatografia de intercambio catiénico fuerte tienen un grupo acido
sulfénico como grupo funcional cromatografico y los materiales de cromatografia de intercambio cati6nico débil
tienen un grupo acido carboxilico como grupo funcional cromatografico. Los “materiales de cromatografia de
intercambio cationico”, por ejemplo, estan disponibles bajo diferentes nombres de una multitud de empresas, tales
como, por ejemplo, Bio-Rex, Macro-Prep CM (disponible de Biorad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.),
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intercambiador cationico débil WCX 2 (disponible de Ciphergen, Fremont, CA, EE. UU.), Dowex® MAC-3 (disponible
de Dow Chemical Company Liquid Separations, Midland, MI, EE. UU.), Mustang C (disponible de Pall Corporation,
East Hills, NY, EE. UU.), celulosa CM-23, CM-32, CM-52, Hyper-D y Partisphere (disponible de Whatman pilc,
Brentford, Reino Unido), Amberlite® IRC 76, IRC 747, IRC 748, GT 73 (disponible de Tosoh Bioscience GmbH,
Stuttgart, Alemania), CM 1500, CM 3000 (disponible de BioChrom Labs, Terre Haute, IN, EE. UU.) y CM-
Sepharose™ de flujo rapido (disponible de GE Healthcare - Amersham Biosciences Europe GmbH, Friburgo,
Alemania).

El término “cromatografia con hidroxiapatita” como se usa en esta solicitud indica un procedimiento de cromatografia
que emplea una determinada forma de fosfato de calcio como material de cromatografia. Los materiales de
cromatografia con hidroxiapatita ejemplares son Bio-Gel HT, Bio-Gel HTP, Macro-Prep Ceramic (disponible de
Biorad Laboratories), hidroxiapatita de tipo I, de tipo Il, HA Ultrogel (Sigma Aldrich Chemical Corp., EE. UU.),
hidroxiapatita de flujo rapido y de alta resolucién (Calbiochem) o TSK gel HA-1000 (Tosoh Haas Corp., EE. UU.).

El término “modo de unién y eluciéon” y equivalentes gramaticales del mismo como se usa en la presente invencion
indica un modo de funcionamiento de un procedimiento de cromatografia, en el que se aplica una solucién que
contiene un polipéptido que se va a purificar a un material de cromatografia, con lo que la sustancia/polipéptido que
se va a purificar se une al material de cromatografia. Como resultado, la sustancia/polipéptido que se va a purificar
queda retenido en el material de cromatografia, mientras que las sustancias/polipéptidos sin interés se retiran con el
flujo continuo. La sustancia/polipéptido que se va a purificar se eluye después del material de cromatografia en una
segunda etapa y se recupera asi de la fase estacionaria con una solucién de elucién. Esto no indica necesariamente
que se retira un 100 % de las sustancias/polipéptidos sin interés, pero esencialmente se retira un 100 % de las
sustancias/polipéptidos sin interés, es decir, en un modo de realizacion se retira al menos un 50 % de las
sustancias/polipéptidos sin interés, en otro modo de realizacion se retira al menos un 75% de las
sustancias/polipéptidos sin interés, en otro modo de realizaciéon se retira al menos un 90% de las
sustancias/polipéptidos sin interés, y en un modo de realizaciéon se retra mas de un 95% de las
sustancias/polipéptidos sin interés.

El término “modo de flujo continuo” y equivalentes gramaticales del mismo como se usa en la presente invencion
indica un modo de funcionamiento de un procedimiento de cromatografia, en el que se aplica una solucién que
contiene una sustancia/polipéptido que se va a purificar a un material de cromatografia, con lo que la
sustancia/polipéptido que se va a purificar no se une al material de cromatografia. Como resultado, se obtiene la
sustancia/polipéptido que se va a purificar en el flujo continuo. Las sustancias/polipéptidos sin interés, que también
estaban presentes en la solucién, se unen al material de cromatografia y se retiran de la solucién. Esto no indica
necesariamente que se retira de la solucién un 100 % de las sustancias/polipéptidos sin interés, pero esencialmente
se retira un 100 % de las sustancias/polipéptidos sin interés, es decir, en un modo de realizaciéon se retira de la
solucién al menos un 50 % de las sustancias/polipéptidos sin interés, en otro modo de realizaciéon se retira de la
solucion al menos un 75 % de las sustancias/polipéptidos sin interés, en otro modo de realizacién se retira de la
solucion al menos un 90 % de las sustancias/polipéptidos sin interés, y en un modo de realizacion se retira de la
solucién mas de un 95 % de las sustancias/polipéptidos sin interés.

Los términos “elucion continua” y “procedimiento de elucién continua”, que se usan indistintamente en esta solicitud,
indican un procedimiento de cromatografia en el que, por ejemplo, la concentracion de una sustancia que provoca la
elucion, es decir, la disolucion de una sustancia/polipéptido unido de un material de cromatografia, se aumenta o
reduce continuamente, es decir, se cambia la concentracién mediante una secuencia de pequefias etapas, cada una
no mas grande que un cambio en un modo de realizacién de un 2 %, en otro modo de realizaciéon de un 1 %, de la
concentracion de la sustancia que provoca la eluciéon. En esta “eluciéon continua”, una o mas condiciones, por
ejemplo, el pH, la fuerza i6nica, la concentracion de una sal y/o el flujo de un procedimiento de cromatografia, se
pueden cambiar linealmente, o cambiar exponencialmente o cambiar asintéticamente. En un modo de realizacion, el
cambio es lineal.

Los términos “eluciéon por etapas” y “procedimiento de elucién por etapas”, que se usan indistintamente en esta
solicitud, indican un procedimiento de cromatografia en el que, por ejemplo, la concentracion de una sustancia que
provoca la elucion, es decir, la disolucién de una sustancia/polipéptido unido de un material de cromatografia, se
aumenta o reduce de una vez, es decir, en un modo de realizacion directamente desde un valor/nivel al siguiente
valor/nivel. En esta “elucion por etapas”, una o mas condiciones, por ejemplo, el pH, la fuerza ibnica, la
concentraciéon de una sal y/o el flujo de un procedimiento de cromatografia, se cambia(n) todas a la vez desde un
primer valor, por ejemplo, inicial, a un segundo valor, por ejemplo, final. En un modo de realizacioén, el cambio en la
etapa es mas grande que un cambio de un 5 %, en otro modo de realizacion mas grande que un cambio de un 10 %,
de la concentracion de la sustancia que provoca la elucion. A diferencia de un cambio lineal, la “elucién por etapas”
indica que las condiciones se cambian incrementalmente, es decir, escalonadamente. En el “procedimiento de
elucion por etapas” después de cada incremento, se obtiene una nueva fraccion. Después de cada incremento, se
mantienen las condiciones hasta la siguiente etapa en el procedimiento de elucién.

En el presente documento se informa de un separador de columna de cromatografia para su uso en una columna de
cromatografia. La presencia de un separador divide la columna de cromatografia en una camara de columna de
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cromatografia superior y una camara de columna de cromatografia inferior, y el separador tiene una posicion
variable en la columna de cromatografia proporcionada por el anillo de guia, es decir, se puede deslizar
verticalmente en la columna dependiendo de la compresion y expansion dependientes de la presion del material de
cromatografia, y el separador se incluye en el material de cromatografia.

En una separacion o purificacion por cromatografia en columna de un polipéptido en bruto, se emplea normalmente
una columna de cromatografia que comprende un material de cromatografia y una fase movil. La fase moévil se hace
pasar a la fuerza a través de la columna de cromatografia y, con ello, a través del material de cromatografia
aplicando presion a la fase movil. Mediada por la fase moévil, también se aplica la presion al material de
cromatografia, con lo que se establece un descenso de presion desde la entrada de la columna de cromatografia a
la salida de la columna de cromatografia. En la salida de la columna de cromatografia, la presién ha descendido
hasta la presion atmosférica exterior. Por tanto, a la fraccion superior del material de cromatografia en la columna de
cromatografia se aplica la fuerza de presién mas alta.

La presion aplicada normalmente depende, por un lado, del tamafio de particula del material de cromatografia, asi
como de la viscosidad de la fase mévil a medida que se fija un flujo constante a través de la columna de
cromatografia, pero no una presion constante. Generalmente, se incrementa la presién con la disminucion del
tamafio de particula del material de cromatografia. A un caudal constante a través del material de cromatografia, un
cambio en la viscosidad de la fase movil, por ejemplo, durante la regeneracién o limpieza del material de
cromatografia, da como resultado un cambio de la presiéon aplicada al material de cromatografia. EI material de
cromatografia no es en general un material insensible a la presion, es decir, se puede comprimir y expandir después
de una compresion.

Por lo tanto, con un incremento de la presién aplicada, el material de cromatografia se comprime y la altura del
material de cromatografia en el interior de la columna, es decir, la altura de lecho, se reduce. De manera similar, con
una disminucién de la presion aplicada, el material de cromatografia se expande de nuevo y se incrementa la altura
del material de cromatografia en el interior de la columna como maximo a la altura antes de la aplicacién de la
presion. Esta compresién y expansion del material de cromatografia es, al mismo tiempo, un proceso macroscopico
de todo el material de cromatografia, y un proceso microscopico de las particulas individuales del material de
cromatografia. Con numeros crecientes de dichos ciclos de compresion-expansion, las particulas del material de
cromatografia se descomponen en particulas mas pequefias. Con un tamafo de particula decreciente de las
particulas del material de cromatografia, el relleno del material de cromatografia se vuelve mas compacto y, con ello,
al mismo tiempo se incrementa la presion requerida para mantener un flujo de fase liquida constante a través de la
columna, es decir, el material de cromatografia. Esto, a su vez, da como resultado de nuevo una descomposicién
adicional de las particulas del material de cromatografia que, de nuevo, da como resultado una presion
incrementada, etc.

Se puede hacer funcionar generalmente una separacién en columna de cromatografia hasta una presién maxima.
Cuando se alcanza este limite de presién superior, se ha de reemplazar el relleno de la columna de cromatografia
en su totalidad.

Se ha descubierto que un separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento que
consiste en un anillo de guia y una frita montada en el mismo no interfiere con el procedimiento de separacion
cromatografica, pero posibilita que solo se pueda intercambiar una fraccién del material de cromatografia, por
ejemplo, cuando se alcanza la presion de funcionamiento maxima, sin la necesidad de reemplazar todo el relleno de
la columna de cromatografia. Es decir, el separador de columna de cromatografia de acuerdo con la presente
invencion permite que el material de cromatografia en la camara de columna de cromatografia superior se
intercambie sin interferir con el material de cromatografia en la camara de columna de cromatografia inferior. Por
tanto, es posible retirar una fraccion limitada de todo el material de cromatografia contenido en una columna de
cromatografia que contiene un separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento,
por ejemplo, después de que esta fraccion se haya alterado o fragmentado o la calidad del relleno se haya reducido,
sin la necesidad de retirar también la otra fraccién del material de cromatografia. Esta retirada parcial del material de
cromatografia es posible, ya que el separador, por un lado, divide el material de cromatografia total en la columna de
cromatografia en fracciones distintas y, por otro lado, evita que el material de cromatografia rellenado en la camara
de columna de cromatografia inferior se vea perturbado tras la retirada del material de cromatografia en la camara
de columna de cromatografia superior. Por tanto, se puede usar adicionalmente al menos la fraccion del material de
cromatografia que no se exponga a los cambios de presion maxima y, por tanto, no se fragmente, sin un impacto
negativo en la eficacia de la separacion. Pero, reteniendo una fraccién del material de cromatografia, se puede
lograr una reduccion del coste de los productos.

El separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento comprende un anillo de guia
en el que se puede montar una frita hecha de cualquier material inerte. Un “material inerte” es un material que no
interfiere con el procedimiento de separacion por cromatografia, es decir, un cromatograma obtenido con una
columna de cromatografia que contiene uno o mas separadores de columna de cromatografia como se informa en el
presente documento es idéntico a un cromatograma obtenido con una columna de cromatografia que no contiene
separadores de columna de cromatografia en/con condiciones de otro modo idénticas. Dichos materiales inertes
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son, por ejemplo, metal, especialmente acero inoxidable, silicona, polipropileno, polietileno, politetrafluoroetileno,
materiales sinterizados o combinaciones de los mismos, especialmente acero inoxidable recubierto de
politetrafluoroetileno.

El separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento puede comprender en un
modo de realizacion una unica frita o en otro modo de realizacion una combinacion de una frita superior y una frita
inferior. Si el separador comprende una frita, la frita tiene un tamafio de poro que es mas pequefio que el tamario de
las particulas del material de cromatografia. En un modo de realizacion, el tamafio de poro es un 10 % o menos del
diametro promedio de las particulas del material de cromatografia a fin de evitar el bloqueo de los poros de la frita
por las particulas del material de cromatografia descompuestas. Si el separador comprende dos fritas, ambas fritas
pueden tener el mismo tamafio de poro o ambas fritas pueden tener diferentes tamarios de poro. Ya que el material
de cromatografia se descompone en particulas mas pequefias en un modo de realizacion, la frita superior tiene un
tamafio de poro mas pequefio que la frita inferior, en un modo de realizacion la frita superior tiene un tamario de poro
de un 10 % o menos del diametro promedio de las particulas del material de cromatografia. En un modo de
realizacion, la frita superior y/o la frita inferior del separador de columna de cromatografia es una malla de metal. En
otro modo de realizacion, la frita superior tiene un tamafio de poro mas pequefio que el tamafio de poro de la frita
inferior. En un modo de realizacién, el separador de columna de cromatografia o la frita inferior del separador de
columna de cromatografia tiene un tamafio de poro de desde 1 ym a 20 ym, o de desde 1 um a 10 ym, o de desde
1 um a 5 um. En otro modo de realizacion, la frita superior del separador de columna de cromatografia tiene un
tamafio de poro que es un 5% o menos del tamafio de poro de la frita inferior del separador de columna de
cromatografia, o la frita superior del separador de columna de cromatografia tiene un tamafio de poro que es un
10 % del tamafio de poro de la frita inferior del separador de columna de cromatografia, o la frita superior del
separador de columna de cromatografia tiene un tamafio de poro que es un 20 % o menos del tamafio de poro de la
frita inferior del separador de columna de cromatografia. En otro modo de realizacion, la frita inferior del separador
de columna de cromatografia tiene un tamafo de poro de 20 um o 10 ym o 5 pym vy la frita superior tiene un tamafio
de porode 5ym o 1 ym.

Por lo tanto, el uso del separador de columna de cromatografia de acuerdo con la invencion permite un uso mas
prolongado del material de cromatografia en la camara de columna de cromatografia inferior y simultaneamente una
reduccién de los costes del procedimiento de cromatografia.

En un modo de realizacion, la camara de columna de cromatografia superior tiene de desde un 5 % a un 15 %, en
otro modo de realizacién un 10 %, del volumen de la cdmara de columna de cromatografia inferior. En otro modo de
realizacion, la camara de columna de cromatografia superior tiene de desde un 20 % a un 30 %, en un modo de
realizacion un 25 %, del volumen de la camara de columna de cromatografia inferior. En todavia otro modo de
realizacion, la camara de columna de cromatografia superior tiene el mismo volumen que la cdmara de columna de
cromatografia inferior.

Se ha de sefalar que un separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento no
hace que los separadores o fritas presentes en la entrada y en la salida de una columna de cromatografia sean
obsoletos. Ademas, es un separador adicional dispuesto en el interior del material de cromatografia. Ya que la
seccion transversal de las columnas de cromatografia en columna perpendicular a la direccion del flujo de la fase
movil es circular, la frita y, de manera similar, el separador, también tiene una forma externa circular. El separador
tiene una altura que es pequefia en comparacién con la longitud global del relleno de la columna de cromatografia.
En un modo de realizacion, el separador tiene una altura de desde 0,1 cm a 10 cm, en otro modo de realizacién de
desde 0,25 cm a 5 cm, y en otro modo de realizacion de desde 0,5 cm a 2 cm. La altura del separador es la distancia
entre la superficie de la frita dirigida a la camara de columna de cromatografia superior y la superficie de la frita
dirigida a la camara de columna de cromatografia inferior. Si el separador comprende una frita superior y una frita
inferior, la altura combinada de las dos fritas individuales puede ser menor que la altura del separador. En este modo
de realizacion, esta presente un espacio adicional en el interior del separador que se puede usar, por ejemplo, para
disponer sensores en la frita para registrar, por ejemplo, la absorcion UV, o la presion, o la conductividad de la fase
movil que pasa a través del separador o para proporcionar valvulas adicionales para retirar la fase moévil o para
afadir una fase mévil en una posicién en el relleno de la columna de cromatografia. Si el separador comprende una
frita superior y una frita inferior, en un modo de realizacién, ambas fritas tienen la misma altura. En otro modo de
realizacion, la frita superior y la frita inferior tienen diferentes alturas.

En un modo de realizacion, el separador de columna de cromatografia tiene un diametro que es mas pequefio que el
diametro interno de la columna de cromatografia en la que se introduce.

En la figura 1, se muestran separadores de columna de cromatografia ejemplares. En la figura 1a), se representa un
separador con una Unica frita que comprende una frita (1) y un elemento de conexién (2). En la figura 1b), se
muestra un separador con una frita superior (3) y una frita inferior (4) y un elemento de conexién (2). En la figura 1c),
se muestra la seccion transversal vertical del anillo de guia del separador que comprende dos areas en seccion
transversal axialmente simétricas (5 y 6), en el que cada una de las areas en seccion transversal axialmente
simétricas tiene a) una estructura ahusada, en la que el ahusamiento es desde el exterior al interior del anillo de guia
y b) una muesca (8) con una abertura dirigida al interior del anillo de guia para montar una frita.
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El separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento comprende, ademas de la
frita, un elemento de conexién o anillo de guia (se pueden usar indistintamente ambos términos) para sellar la
distancia entre el borde externo de la frita y la pared de la columna de cromatografia cuando el separador se dispone
en el interior de una columna de cromatografia. En un modo de realizacién, el elemento de conexién o anillo de guia
esta hecho de un material flexible, tal como caucho, plastico, silicona, politetrafluoroetileno, polietileno, polipropileno
o similares. El elemento de conexién o anillo de guia ha de ser flexible a fin de nivelar pequefas diferencias en el
diametro interior de una columna de cromatografia o entre diferentes columnas de cromatografia del mismo diametro
nominal para evitar que la fase liquida o el material de cromatografia pase al separador en el exterior de la frita. Se
ha de sefialar que el separador como se informa en el presente documento solo puede pasar por la fase movil, pero
no por el material de cromatografia. Es decir, la frita tiene un tamafo de poro que es mas pequefio que el tamafio de
las particulas del material de cromatografia.

El elemento de conexion o anillo de guia tiene una forma circular con una seccion transversal que puede tener
cualquier forma, siempre que tenga una muesca rectangular para acomodar la frita. Por ejemplo, en un modo de
realizacion, la seccion transversal del elemento de conexiéon tiene la forma de un tridngulo con una muesca
rectangular para acomodar la frita en la esquina del triangulo con el angulo interior mas grande. En otro modo de
realizacion, el elemento de conexién o anillo de guia tiene la seccion transversal o proporciona areas en seccion
transversal en forma de un triangulo, en otro modo de realizacién de un triangulo rectangular, en la que la frita se
une a la esquina del triangulo con un angulo interno de 90°. En otro modo de realizacién, el area en seccion
transversal del anillo de guia tiene una forma trapezoidal con la muesca rectangular para acomodar la frita que esta
en el lado mas corto de los lados paralelos. En un modo de realizacion, el elemento de conexion tiene la forma de un
rectangulo, en otro modo de realizaciéon de un rectangulo con angulos internos de 90°, 90°, 80° y 100°. En un modo
de realizacién, los angulos internos de 80° y 100° estan en el lado superior o en el lado inferior del rectangulo. En un
modo de realizacion, el lado mas largo del anillo de guia es el borde externo del separador y esta en contacto con la
pared de la columna de cromatografia cuando el separador se dispone en el interior de una columna de
cromatografia. En otro modo de realizacién, el lado mas largo tiene una orientacion vertical. En todavia otro modo de
realizacion, las areas en seccion transversal del elemento de conexién o anillo de guia tienen la forma de un
rectangulo con angulos internos de 90° con la muesca rectangular para acomodar la frita en uno de los lados mas
cortos 0, en el caso de un cuadrado, en uno de los lados. El lado con la muesca es el lado del elemento de conexion
que se dirige al centro del separador y, de manera similar, la columna de cromatografia o, en otras palabras, la
muesca esta en el lado del elemento de conexion o anillo de guia que es paralelo a la direccion del flujo de la fase
moévil y que tiene un didmetro mas pequefio que el diametro externo de la frita. Ademas de evitar que la fase liquida
y las particulas del material de cromatografia pasen al separador junto a la frita, el anillo de guia tiene la funcién de
evitar la inclinacién y, con ello, el atascamiento de todo el separador en la columna de cromatografia durante la
compresion y expansion del material de cromatografia tras la aplicacion de la presién exterior. El separador como se
informa en el presente documento se dispone en el interior del material de cromatografia rellenado en una columna
de cromatografia. El separador se puede mover libremente y disponer exactamente en el interior de la columna, ya
que se puede deslizar a lo largo de la pared interna de la columna de cromatografia. Esto es util durante el relleno
de la columna de cromatografia y para retirar el separador de la columna de cromatografia. Por tanto, a fin de evitar
la formacion de una cavidad por debajo del separador y, con ello, provocar un impacto negativo en el procedimiento
de separacién por cromatografia, el separador como se informa en el presente documento estd construido de
manera que permita un deslizamiento del separador a lo largo de la pared interna de la columna de cromatografia
junto con la compresién y expansion del material de cromatografia en el que se incluye el separador. En un modo de
realizacion, las areas en seccion transversal vertical del anillo de guia tienen la forma de un triangulo o trapezoide en
las que el anillo de guia tiene una estructura ahusada, en la que el ahusamiento es desde el exterior al interior del
anillo de guia, es decir, el anillo de guia es mas alto en su borde externo que en su borde interno o en la muesca,
respectivamente. En un modo de realizacion, el borde externo del anillo de guia tiene una altura que es al menos 1,5
veces la altura de la muesca. En otro modo de realizacion, el borde externo del anillo de guia tiene una altura que es
al menos 1,5 veces, o dos veces, o tres veces, o mas de tres veces la altura de la muesca.

Si el separador comprende una frita superior y una frita inferior, en un modo de realizacion el elemento de conexion
o anillo de guia es un Unico elemento de conexion o anillo, y en otro modo de realizacion el elemento de conexion o
anillo de guia esta hecho de un elemento de conexion o anillo superior y un elemento de conexion o anillo inferior.
En este ultimo caso, los dos elementos de conexién o anillos tienen, en un modo de realizacion, un area de contacto
que comprende el lado inferior del elemento de conexién o anillo superior y el lado superior del elemento de
conexion o anillo inferior, con lo que los lados de contacto son lisos, es decir, no tienen muescas o ranuras, y estan
en linea con el lado inferior de la frita superior y el lado superior de la frita inferior, es decir, el lado inferior del
elemento de conexién superior y el lado inferior de la frita superior forman una Unica superficie sin desplazamiento y,
de manera similar, el lado superior del elemento de conexién o anillo inferior y el lado superior de la frita inferior
forman una unica superficie sin desplazamiento, con lo que ambas superficies son paralelas.

Generalmente, el diametro interno mas pequefio del elemento de conexion o anillo de guia o del elemento de
conexion superior y del elemento de conexion inferior es mas pequefio que el diametro externo de la frita, es decir, el
elemento de conexién o anillo de guia se extiende sobre el perimetro externo de la frita hacia el centro de la columna
de cromatografia.
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En un modo de realizacion, el elemento de conexién o anillo de guia comprende en su superficie superior tres 0 mas
orificios, cada uno con una rosca de tornillo, para su uso con un dispositivo de aplicacién de separador de columna
de cromatografia. Otro modo de realizacién comprende el elemento de conexién o anillo de guia inferior en su
superficie superior, tres 0 mas orificios sin una rosca de tornillo. En un modo de realizacion, el elemento de conexion
comprende desde tres a seis orificios con o bien sin rosca de tornillo.

En la figura 2, se muestran areas en seccion transversal de diferentes elementos de conexion o anillos de guia. En
la figura 2a), se muestra un area en seccion transversal de un elemento de conexién triangular, en la figura 2b), se
muestra un area en seccion transversal de un elemento de conexion trapezoidal, y, en la figura 2c), se muestra un
area en seccion transversal de un elemento de conexién rectangular. Se puede ver a partir de las areas en seccion
transversal en la figura 2 que los elementos de conexién o anillos guia se extienden bien sobre el perimetro externo
de la frita.

En la figura 3, se muestra una vista en perspectiva de un separador con un anillo de guia que comprende tres
orificios con rosca de tornillo.

El separador de columna de cromatografia se puede insertar en la columna de cromatografia con diferentes
procedimientos. Un procedimiento para insertar el separador de columna de cromatografia como se informa en el
presente documento en una columna de cromatografia que contiene una primera fraccion de un material de
cromatografia comprende disponer el separador de columna de cromatografia en la parte superior de la superficie
del liquido o material de cromatografia o suspension de material de cromatografia en el interior de la columna de
cromatografia, aplicar una presion a la parte superior de dicha columna de cromatografia y, con ello, mover el
separador de columna de cromatografia a lo largo de la direcciéon del flujo de la fase movil en el interior de la
columna de cromatografia hasta que el separador de columna de cromatografia esté en una posicion
predeterminada en el interior de la columna de cromatografia.

En un procedimiento diferente o alternativo, se usa un dispositivo de aplicacién de separador de columna de
cromatografia. Este dispositivo comprende un cuerpo central en forma de campana, un medio para mover el
dispositivo hacia arriba y hacia abajo que esta unido a la parte superior del dispositivo, al menos tres conectores al
separador de columna de cromatografia, con lo que los conectores se conectan/fijan al separador y al corpus, y al
menos un orificio en el corpus para el ajuste de la presion entre el area por debajo del dispositivo y el area por
encima del dispositivo al disponerse en una columna de cromatografia. En un modo de realizacion, los conectores
son barras con una rosca de tornillo en su extremo inferior para fijar los conectores al elemento de conexion del
separador de columna de cromatografia. Después de haber dispuesto el separador en su posicién predeterminada,
se retira de la columna el cuerpo del dispositivo, los conectores se desenroscan del elemento de conexién del
separador y también se retiran de la columna. De manera similar, la retirada de la columna de un separador que
comprende una Unica frita se realiza invirtiendo la secuencia de etapas.

Si el separador comprende una frita superior y una frita inferior, la frita superior se retira invirtiendo la secuencia de
etapas como se esboza anteriormente. Para retirar la frita inferior, se usa un asa que se engancha en los orificios
presentes en la superficie superior del anillo de guia inferior.

En la figura 4, se muestra un separador de columna de cromatografia con un anillo de guia que comprende tres
orificios con una rosca de tornillo unidos por medio de tres conectores a un dispositivo de aplicacion de separador de
columna de cromatografia.

El relleno de una columna de cromatografia con un material de cromatografia con un separador de columna de
cromatografia incluido como se informa en el presente documento se divide en dos fases de relleno. El relleno
comienza con el relleno de una primera fraccion del material de cromatografia en la columna de acuerdo con los
procedimientos generales. Después, como se informa en el presente documento, el separador de columna de
cromatografia se dispone en la parte superior de la primera fraccién del material de cromatografia. Finalmente, la
segunda fraccion del material de cromatografia se rellena en la columna en la parte superior del separador de
acuerdo con los procedimientos generales. Este procedimiento de relleno es un relleno desde la parte inferior hasta
la parte superior. Por el contrario, las columnas que no contienen un separador de acuerdo con la presente
invencion se rellenan desde la parte superior, lo que requiere, entre otras cosas, una presiéon de relleno mas alta.
Por tanto, el separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento proporciona un
medio para rellenar una columna de cromatografia en dos etapas secuenciales si se usa un separador o en tres o
mas etapas secuenciales si se usan dos o mas separadores. Con el separador como se informa en el presente
documento, la columna se divide en una camara superior y una camara inferior (un separador) o una camara inferior,
una camara central y una camara superior (dos separadores), siendo equivalente cada una por si misma a una
columna de cromatografia con altura de lecho reducida del material de cromatografia. Con la divisiéon de la columna
de cromatografia en camaras mas pequefas, se cambia la proporcion del volumen (del material de cromatografia en
una camara) con respecto a la superficie (de la camara), es decir, se reduce, y se incrementa la estabilidad del
relleno del material de cromatografia.
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En la figura 5 se representan columnas de cromatografia que comprenden uno (figura 5a), dos (figura 5b) y tres
(figura 5c) separadores de columna de cromatografia.

El punto temporal en el que se ha de reemplazar un material de cromatografia se ha de determinar individualmente
para cada combinacién del material de cromatografia, del polipéptido que se va a purificar y de las condiciones de
cromatografia. Esto puede depender, por ejemplo, de la especificacion que se va a seguir o de la produccion. Una
vez que se decidié que se tenia que cambiar el material de cromatografia, la fraccion del material de cromatografia
en la camara superior se puede retirar sin perturbar o dafar al relleno de la fraccién del material de cromatografia en
la camara inferior de la columna de cromatografia. La descomposicién del material de cromatografia durante el uso
de la columna de cromatografia da como resultado particulas del material de cromatografia con un diametro
(tamario) reducido. Cuanto mas pequefias se vuelvan estas particulas, se bloquean mas poros de la frita del
separador. Por lo tanto, también es aconsejable retirar el separador de la columna, limpiar la frita e introducir de
nuevo el separador en la columna una vez que se haya retirado la fraccion del material de cromatografia en la
camara superior y antes de que se cargue nuevo material de cromatografia en la cdmara superior de la columna de
cromatografia. Si se usa un separador que comprende una frita superior y una frita inferior, solo se ha de retirar la
frita superior, y la frita inferior puede permanecer en su lugar. En este modo de realizacion, el relleno del material de
cromatografia en la camara inferior se perturba menos o incluso no se perturba en absoluto.

Se puede usar el separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento en cualquier
columna de cromatografia a fin de dividir la columna de cromatografia en dos, tres 0 mas camaras individuales e
independientes.

El polipéptido eritropoyetina estaba disponible en el laboratorio en el momento en el que se hizo la invencion en
cantidad suficiente para evaluar las propiedades del separador de columna de cromatografia. Esto no pretende ser
una limitacion del alcance de la invencion, sino que solo se presenta como un ejemplo para ilustrar la presente
invencion.

En la figura 6, se muestra el diagrama de absorcion UV-elucion de una cromatografia de eritropoyetina con un
material de cromatografia Vydac C4, con lo que el cromatograma a) se obtiene con una columna de cromatografia
que no comprende ningun separador de columna de cromatografia y el cromatograma b) se obtiene con una
columna de cromatografia que comprende un separador de columna de cromatografia como se informa en el
presente documento. Se puede ver que los cromatogramas son idénticos, no mostrando asi ninguna influencia del
separador sobre el comportamiento cromatografico. Por tanto, con el separador de acuerdo con la invencién es
posible dividir el material de cromatografia en la columna de cromatografia en dos o mas fracciones o camaras
distintas sin interferir en el procedimiento de separacién cromatografica.

En la figura 7, se muestra el incremento de la contrapresion de una columna de cromatografia que comprende un
separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento en sucesivos ciclos de
regeneracion de una columna de cromatografia multiuso. La etapa de regeneracion es la mas adecuada para
ejemplificar esto, ya que en esta etapa se produce la contrapresién mas alta en un ciclo de cromatografia. Como se
puede ver en la figura 7, la contrapresion se incrementa continuamente en sucesivas etapas de regeneracion
probablemente debido a la destruccion creciente del material de cromatografia. Después del ciclo 58, el material de
cromatografia usado y descompuesto en la camara superior de la columna de cromatografia se reemplaza por
nuevo material de cromatografia, es decir, recién preparado.

Con el reemplazo de solo la fraccion superior del material de cromatografia, se logra una reduccion drastica de la
contrapresion en la siguiente etapa de regeneracion. Por tanto, el separador de columna de cromatografia como se
informa en el presente documento, en primer lugar, no afecta a la separacién cromatografica y, en segundo lugar,
proporciona una renovacion facil, eficaz y rentable de un relleno de la columna de cromatografia. Se ha de sefalar
que el material de cromatografia en esta columna se intercambi6é una segunda vez y, con ello, el material de
cromatografia en la camara inferior se hizo funcionar durante 98 ciclos de separacién consecutivos sin la necesidad
de cambiarse. Sin el uso de un separador como se informa en el presente documento, el material de columna se ha
de cambiar en promedio después de 15 ciclos.

En la figura 8, se muestra la determinacién del nimero de placas de una columna de cromatografia Vydac C4. En el
cromatograma a), el pico de la sustancia indicadora usada para la determinacién del niumero de placas se divide en
dos picos. Esto demuestra que el relleno de la columna de cromatografia tiene un defecto, por ejemplo, una fisura en
el material de cromatografia, por ejemplo, que abre una trayectoria de flujo alternativa que da lugar a la duplicacion
del pico observado. En el cromatograma b) se muestra la determinacion del numero de placas después del
reemplazo de la fraccion del material de cromatografia en la camara superior de la columna de cromatografia. No se
puede ver mas duplicacion del pico.

Ademas, con el separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento, es posible
rellenar un primer material de cromatografia en la camara inferior y un segundo material de cromatografia diferente
en la camara superior de una columna de cromatografia. Con dos materiales de cromatografia diferentes, se obtiene
una columna de cromatografia hibrida.
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En las figuras 9 y 10, se muestran diferentes diagramas de absorcién UV-elucién de una cromatografia de un
anticuerpo frente al receptor de IL13 alfa. Generalmente, se puede purificar un anticuerpo mediante una
combinacion de una cromatografia de intercambio catidénico y una cromatografia de intercambio aniénico, con lo que
las cromatografias de intercambio i6nico pueden tener cualquier secuencia. En la figura 9, se muestran el diagrama
de absorcién UV-eluciéon de una primera cromatografia de intercambio catiénico con SP-Sepharose en una primera
columna (figura 9a) y una segunda cromatografia de intercambio ani6énico con Q-Sepharose en una segunda
columna (figura 9b). En este procedimiento de dos etapas, el eluido que contiene el anticuerpo se ha procesado
antes de la aplicacion a la segunda columna de cromatografia. En la figura 10, se muestra el diagrama de elucién de
SEC analitica de la purificacion del anticuerpo mediante una cromatografia hibrida como se informa en el presente
documento. La figura 10a) muestra el diagrama del anélisis del pico del producto de la figura 9b). La figura 10 b) es
el diagrama del pico del producto de una cromatografia hibrida con SP-Sepharose en la camara superior de la
columna de cromatografia hibrida y Q-Sepharose en la camara inferior de la columna de cromatografia hibrida. La
figura 10c) proporciona el diagrama del pico del producto de una cromatografia hibrida con Q-Sepharose en la
camara superior de la columna de cromatografia hibrida y SP-Sepharose en la camara inferior de la columna de
cromatografia hibrida. Como se puede ver a partir de los cromatogramas presentados en la figura 10, los resultados
de la cromatografia hibrida son esencialmente idénticos a las etapas de cromatografia separadas solo con tiempos
de retencion ligeramente diferentes debido a la diferente secuencia de etapas cromatograficas.

El separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento:

- proporciona un medio para usar diferentes tipos del mismo material de cromatografia en las camaras de
columna de cromatografia superior e inferior; por ejemplo, en la cdmara de columna de cromatografia
superior se puede usar un material de cromatografia con estabilidad mecanica mas alta y en la camara de
columna de cromatografia inferior se puede usar un material de cromatografia con estabilidad mecanica mas
baja;

- proporciona un medio para reemplazar material de cromatografia usado o fragmentado o alterado en la
camara de columna de cromatografia superior sin la necesidad de reemplazar el material de cromatografia en
la camara de columna de cromatografia inferior;

- proporciona un medio para usar, en cada una de las camaras de columna de cromatografia, un material de
cromatografia diferente con diferentes grupos funcionales cromatograficos, permitiendo la combinacién de
dos procedimientos cromatograficos diferentes.

Usando el separador de columna de cromatografia como se informa en el presente documento, por ejemplo, se
puede usar un material de cromatografia sensible a la presion en la camara de columna de cromatografia inferior, ya
que el separador reduce la presion dirigida al material de cromatografia en la camara de columna de cromatografia
inferior. Es decir, usando un separador como se informa en el presente documento, se puede efectuar una reduccion
de presion en el interior del material de cromatografia. Por tanto, las columnas de cromatografia que comprenden un
separador como se informa en el presente documento tienen una contrapresién reducida en comparaciéon con las
columnas de cromatografia con la misma altura de lecho, pero sin un separador como se informa en el presente
documento (la contrapresion es la presion requerida para hacer pasar a la fuerza la fase movil a través del material
de cromatografia), es decir, se reducen la presion total, asi como los cambios de presion, asi como el incremento de
presion. Como se esboza anteriormente, una presion reducida y cambios de presién reducida pueden proporcionar
un numero incrementado de ciclos de cromatografia sin el requisito de cambiar el material de cromatografia en el
interior de la columna de cromatografia. En un modo de realizacion, el material de cromatografia en la camara de
columna de cromatografia inferior de una columna de cromatografia que comprende un separador de columna de
cromatografia con soportes a distancia se selecciona de DEAE-Sepharose o HA-Ultrogel.

Adicionalmente, usando un separador como se informa en el presente documento, se puede hacer funcionar una
columna de cromatografia en caudales incrementados de la fase movil. Esto se debe a la reduccion de la presion
requerida que se ha de aplicar a la columna para lograr un caudal predeterminado (véase la figura 11).

En un modo de realizacion, el separador de columna de cromatografia comprende soportes a distancia dirigidos al
extremo inferior de la columna de cromatografia. En otro modo de realizacién, el separador de columna de
cromatografia comprende de tres a seis soportes a distancia.

Se proporcionan los siguientes ejemplos y figuras para ayudar a la comprensiéon de la presente invencion, el
verdadero alcance de la cual se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcidén de las figuras

Figura 1 Separadores de columna de cromatografia ejemplares de acuerdo con la invencién: a) separador
con una Unica frita que comprende una frita (1) y un elemento de conexién (2); b) separador con
una frita superior (1) y una frita inferior (3) y un elemento de conexién superior (2) y un elemento de
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conexion inferior (4); c) seccion transversal vertical del anillo de guia del separador que comprende
dos areas en seccion transversal axialmente simétricas (5 y 6), teniendo cada una i) una estructura
ahusada, en la que el ahusamiento es desde el exterior al interior del anillo de guia e i) una
muesca (8) con una abertura dirigida al interior del anillo de guia para montar una frita.

Figura 2 Areas en seccion transversal de diferentes elementos de conexion: a) seccion transversal de un
elemento de conexion triangular, b) area en secciéon transversal de un elemento de conexion
trapezoidal, c) area en seccion transversal de un elemento de conexion rectangular, d) area en
seccion transversal de un elemento de conexion superior y un elemento de conexion inferior.

Figura 3 Se muestran vistas en perspectiva de un elemento de conexiéon que comprende tres orificios con
rosca de tornillo.

Figura 4 Seccioén transversal de un separador de columna de cromatografia con un elemento de conexion
que comprende tres orificios con una rosca de tornillo unidos por medio de tres conectores a un
dispositivo de aplicacién de separador de columna de cromatografia.

Figura 5 Columnas de cromatografia que comprenden uno (a), dos (b) y tres (c) separadores de columna de
cromatografia.

Figura 6 Diagrama de absorcion UV-elucién de una cromatografia de eritropoyetina con un material de
cromatografia Vydac C4, con lo que el cromatograma a) se obtiene con una columna de
cromatografia que no comprende ningun separador de columna de cromatografia como se informa
en el presente documento y el cromatograma b) se obtiene con una columna de cromatografia que
comprende un separador de columna de cromatografia como se informa en el presente
documento.

Figura 7 Incremento de la contrapresion de una columna de cromatografia que comprende un separador de
columna de cromatografia como se informa en el presente documento en sucesivos ciclos de
regeneracion de una columna de cromatografia multiuso.

Figura 8 Determinacién del numero de placas de una columna de cromatografia Vydac C4.

Figura 9 Diagrama de absorcion UV-elucion con Q-Sepharose de un cromatograma de un anticuerpo frente
al receptor de IL13 alfa: a) cromatografia de intercambio catidnico con SP-Sepharose; b)
cromatografia de intercambio aniénico con Q-Sepharose.

Figura 10 Diagrama de elucion de SEC analitica: a) diagrama del analisis del pico del producto de la figura 9;
b) diagrama del pico del producto de una cromatografia hibrida con SP-Sepharose en la camara
superior de la columna de cromatografia hibrida y Q-Sepharose en la camara inferior de la
columna de cromatografia hibrida; c) diagrama del pico del producto de una cromatografia hibrida
con Q-Sepharose en la cdmara superior de la columna de cromatografia hibrida y SP-Sepharose
en la camara inferior de la columna de cromatografia hibrida.

Figura 11 Diagrama que muestra la (contra)presion de columna resultante frente al flujo de fase movil fijado
para un material de cromatografia de intercambio anionico (DEAE Sepharose). Rombos: columna
de cromatografia sin un separador como se informa en el presente documento; triangulos: columna
de cromatografia con separador como se informa en el presente documento. Se puede ver que se
puede lograr una reduccién de la contrapresion para alturas de lecho mas altas con un separador
como se informa en el presente documento.

Ejemplo 1

Fermentacion y purificacion de eritropoyetina

La fermentacién y purificacién de la eritropoyetina se llevd a cabo como se informa en la patente europea n.° 1 064
951 B1. Los datos presentados en el presente documento se obtuvieron en la HPLC de fase inversa en un material
de cromatografia Vydac C4 como se informa en el ejemplo 1d) del documento EP 1 064 951.

El material de RP-HPLC Vydac C4 (Vydac) consiste en particulas de gel de silice, de las que sus superficies tienen
cadenas alquilo C4. La separacién de la eritropoyetina de las impurezas proteinaceas se basa en las diferencias en
la fuerza de las interacciones hidrofobas. La elucién se realiza con un gradiente de acetonitriio en acido
trifluoroacético diluido. La HPLC preparativa se realiza usando una columna de acero inoxidable (cargada con de 2,8
a 3,2litros de gel de silice Vydac C4). El eluido de hidroxipapatita-Ultrogel se acidifica afiadiendo &acido
trifluoroacético y se carga en la columna Vydac C4. Para el lavado y la elucion, se usa un gradiente de acetonitrilo
en acido trifluoroacético diluido. Se obtienen las fracciones y se neutralizan inmediatamente con tampén fosfato.
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Ejemplo 2
Produccion de un anticuerpo anti-(IL-13Ra1)

Se produjo un anticuerpo anti-receptor de IL13 alfa de acuerdo con los datos y procedimientos que se informan en el
documento WO 2006/072564, especialmente de acuerdo con los ejemplos 10 a 12.

Cromatografia secuencial

Para la cromatografia de intercambio i6nico, se ajusta el eluido de proteina A que comprende el anticuerpo anti-
IL13R alfa a pH 6,5 y se aplica a una columna de cromatografia de intercambio catiénico con SP-Sepharose que se
ha equilibrado con tampoén fosfato de potasio 10 mM. Después de una etapa de lavado con tampon fosfato de
potasio 10 mM, el anticuerpo se eluye con un tampén fosfato de potasio 50 mM a pH 6,5. Se ajusta el valor de pH
del eluido de SP-Sepharose a pH 7,1 y se aplica a una columna de cromatografia de intercambio aniénico con Q-
Sepharose que se ha equilibrado con tampén fosfato de potasio 35 mM. El anticuerpo purificado se obtiene del flujo
continuo de la columna de cromatografia de intercambio aniénico.

Cromatografia hibrida

Para la cromatografia de intercambio i6énico hibrida con una columna de cromatografia que contiene un separador
de columna de cromatografia de acuerdo con la presente invencion, se ajusta el eluido de proteina A que
comprende el anticuerpo anti-IL13R alfa a pH 7,1 y se aplica a la columna de cromatografia hibrida que se ha
equilibrado con tampdn fosfato de potasio 10 mM. Después de una etapa de lavado con tampén fosfato de potasio
10 mM, el anticuerpo se eluye con un tampon fosfato de potasio 20 mM a pH 7,1.
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REIVINDICACIONES
Columna de cromatografia que comprende uno o mas separadores de columna de cromatografia moéviles que
comprenden un anillo de guia de forma circular (2) que tiene una seccioén transversal vertical que comprende
dos areas en seccion transversal axialmente simétricas (5 y 6), en el que cada una de las areas en seccion
transversal axialmente simétricas tiene

a) una estructura ahusada, en la que el ahusamiento es desde el exterior al interior del anillo de guia,
y

b) una muesca (8) con una abertura dirigida al interior del anillo de guia para montar una frita
y
una frita (1) montada en el anillo de guia,
con lo que cualquier separador de columna de cromatografia estd en contacto con un primer material de
cromatografia y en contacto con un segundo material de cromatografia, con lo que el primer y el segundo

material de cromatografia son

a) materiales de cromatografia con el mismo grupo funcional cromatografico y del mismo o diferente
tamafo de particula, o

b) materiales de cromatografia con diferentes grupos funcionales cromatograficos.

La columna de cromatografia de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que la frita es
a) una unica frita, o

b) dos fritas con una frita superior y una frita inferior.

La columna de cromatografia de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por
que

a) la frita tiene un tamafio de poro de desde 1 pm a 20 ym, o
b) cada una de las fritas tiene un tamafio de poro de desde 1 ym a 20 um independientemente la una de la
otra, con lo que el tamafio de poro de la frita superior es mas pequefio que el tamafo de poro de la frita

inferior.

La columna de cromatografia de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por
que la muesca es una muesca rectangular.

La columna de cromatografia de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada por que cada una de las areas en seccion transversal tiene una forma triangular y el lado mas
largo tiene una longitud de al menos 1,5 veces el diametro de la muesca.

La columna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que la columna de
cromatografia comprende uno o dos separadores de columna de cromatografia.

Uso de una columna de cromatografia de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la
purificacion de un polipéptido.

17



ES 2 669 300 T3

Fig. 1

b)

1\
gb



&7

‘//&w

Fig. 1



ES 2 669 300 T3

Fig. 2
a) d)
< _'Lé
b)
c)

20



ES 2 669 300 T3

Fig. 3

21



ES 2 669 300 T3

-

Fig. 4



ES 2 669 300 T3

Fig. 5

LT Ll

A

AN

i

rav4

L,

SRS

Y 777l

N

b)

.

////1//////////_£

LLLLL

N 4

%

v

23



b)

ES 2 669 300 T3

%
100 n

80

60

40

20

0 20 40 60 80 100 120 min.

%
100 I

80

60

40

20

0 20 40 60 80 100 120 min.

24

Fig. 6



ES 2 669 300 T3

Fig. 7

69 ¢9 66 66 ¢6
Boy bBoy bBoy bGay bLBoay

6 O Ev OF
Boy bBoy bBoay bBoay

0c

(A4

e

T4

8¢

Ot

(A

\\Ilk\

ARV 4 ¥E

g€

12

Ot

[1eq] BuIn]od ¥| ® epedljde/eiadad ugisaad

25



b)

%

40

30 4

20

ES 2 669 300 T3

40

30

20

20

min,

Fig. 8

26

20



ES 2 669 300 T3

Fig. 9

a)
200
150 4
100
50
2 \ k
: : I
b) 0 200 400 600 800. min.
150 (\‘ (
100
50
y \
—J K N
0 100 200 300 400 min.

27



b)

ES 2 669 300 T3

600 - —
400
300

200 {

100 1

10 15

20

25 30

350 |
300

250
200 ]
150
100

20

25 30

28

20

;;;;;

25 30

Fig. 10

min.

min.

min.



presion aplicada

ES 2 669 300 T3

Fig. 11

29



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

