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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
E Documento que acredita la axistencia y represantacidn legal cuando el solicitante sea parsona juridica.
E Documento de Representacién Legal.

D Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causants.
D Declaraciones

D Copia de la sollcitud Intemacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
E Traduccién de la solicitud Intemaclonal al castellano. (Resumen, descripcion, relvindicaciones)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen
Preliminar (IPEA). .

D Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.
D De ser ol caso, copla del confrato de acceso.

D De ser ol caso, documento que acredita la licancia 0 autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades Indigenas.
Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicttudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parclal o totalmente con la invencién de esta solicitud.

D De ser &l caso, modificaciones efectuadas a la sallcitud intemaclional.
&Otros: reporte de biisqueda internacional con su traduccifn, publicacin com su traduccifn,
opinifin escrita de la eutoridad de bisqueds internacional con su traduccifn y ddbujos.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO Yy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

A%C‘IL&L‘OQEM‘ICAUHE

T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-11-09-582
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Le'gal. documento escrito en inglés y en
espafiol.

Certificado Notarial (sociedad), documento también escrito en inglés y en espafol.

Marilyn L. Mitchell @ o =
Notario Publico, Estado de New Jersey 2 0 32
Mi Comision Expira el 6 de febrero de 2005 . _‘-‘-'-j',
APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pails; Estados Unidos de América
2. Este documento pulblico ha sido firmado por Marilyn L. Mitchjé_IIL-.E; ' ;'
3.  actuando como Notario Piblico de New Jersey 1 I o
4.  leva el sello/estampilla de Marilyn L. Mitchell, Notario G
CERTIFICADO : :
5.  enTrenton, New Jersey 6. eldia7de octub ..' 2u200f s
7. por John E McCormac, CPA. Tesorero de New Jersey -
8. No. A210247 A
9. Sello/Estampilla 10. Flrma (|Ieg|hlé- i

Hay un sello dorado. _
Traducido segin mi mejor saber y erfténder. este dla 9 de r_mviembre de 2004,

en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res.

2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia. TRADUCTOR OFICIAYL
REBOLUCION 3177

ANITA RSCOBAR DE TAMA
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APOSTILLE
(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MARILYN L MITCHELL

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MARILYN L MITCHELL, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 7TH DAY OF OCTOBER 2004

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. A210247
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tgy ebajo frmados, WYETH, una socledad

u. organizada y existente de conformidad con las leyes

+de! Estado de Delaware, Estados Unidos de América.

con domicllio an Five Giralda Farms, Madison,
Estado de New Jerasy 07940,
Estados Unidos de América

nombramos por el presents a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiclliados en Bogot,
Colombia, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
5-83, plso 8o., nuestros representantes legales y
vardaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados Judiciales o
axirajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al

10. del articulo 543 dal decreto 410 de
1071.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualqulera de ellos
designe, quedan especlaimenté facultados para
representamos ante las autoridades colomblanas,
administrativas, judiclales o de policia, en todos los
trdmites relativos a la propledad indusidal, a cuyo
efecio les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos loa pasos necesarios al objelo
Indicado; elever solicltudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimlentos; formular
dascripclones, enmiendas, limiiar el slcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar cancelaclones, renunclar ftotal o
parciaimenta @ los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y ofectuar todo olro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respeciivo; llenar
cualasquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las madidas que creyersn conducentes al resguardo
de nuestros Intereses; y en caso de producirse
oposiclon, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facuitados para tomar Intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces quo
sean competentes, pudiendo transar, someter a
&rbliros, desistir, percibir y apelar, con lodas las
deméa facultsdes que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora viéliklo y bueno
cuanto dichos reprasentantas y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, pera
solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacién de este documenio y de cualquier
poder que cuelquiera de ellos olorgue a nombre
nuestro,

Dado y fimado

The undersigned, WYETH, a corporation organized 6
and existing under the laws of State of Delaware,
United States of America. o

domicled at Five Giralda Farms, Madison,
State of New Jersey 07840,
Uniied States of America

hereby appolint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombla,
with offices In said town, Calle 72 No. 583, Sixth
Floor, our true and legal representatives In Bogota,
with power to recelve notifications and to appoint
Jjudicial or extrajudicial agents, 5o as to comply with
paragraph 1q. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO sand/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judiclal or
police authorities of Colombla, In all proceedings
pertaining to Industrial property, for which purpose we
authorize them o take before the sald authorities all
the necessary steps for the sald end; to file petitions,
declarations, clalms, recourses and withdrawals, to
draw up epecifications; to flle amendments, to limit
the scope of applications, flle opposilions; file
cancellations total or partially walive regisirations, to
pay ali instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, In short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the procsedings be passed over to
the couris, we muthorize sald agents io act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent |udges, with full powers to make
arrangements, to asubmit to arbltrators, to desist, to
collect, to appeal and, In shori, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valld ead good all that sald
represantatives and/pndheragntittiv’i
appointed may do:f2 ¥ EREE.
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We also authonze ¢ AL LOREDA
and/or  GUSTAVD:; TAMAYOES @yéo AEIO
SANTAMARIA u@pr.*llg‘uglggg Siapply
for protocolization of t mnd of any power
of attorney by any W &t ame,
before the Office of industrial Property.

Given and signed this: _6th dayof October 2004
Wysth

Asslstant Secretary




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos de América
Estado de New Jersey {ss
Condado de Morris

H de o de 200 4 compareci6
W?llsiam H.e%?lﬁn , aqulen ::nm y

de qulen me consta que fi'mé e} anterior documento,
!I quien debldamente juramentado declard y dijo que
es
de WYETH la compalfila nombrada an &! documento
que antecede, una sociedad debldamente organizada
y existents conforme a las leyes del Estado de
Delaware, Estados Unidos de América, domiclllada
en la- cludad de Madison, Condado de Morris,
Estado de New Jersey, Estados Unidos de Amdrica,
legalmente constituida para un periodo de duracion
que aln no ha terminado, que ejerce su objeto social;
conforme a las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de América; que el declarante esta
autorizado por dicha Compafila para conferir este
poder; que el sello estampado por él al ple de tal
poder, en nombre y en represeniacion de la
expresada Compalila, es el sello oficial de ella; y que
el abjeto para el cual se conflere aste Instrumento
estad comprendido dentro del de la socledad.
El suscrito Notario ha visto los Estatulos de
Incorporacién firmados en Madison, Estado de New
Jersey, con facha 4 ‘Febrero, 1926 |,
certifica que de conformidad con la Ioglsme_,

dicho Estado la anterlor declaracion ]ummqqllmlgi .1 Waco ¢

prueba suficlents de que los hechos sobré;
manondemsovardadoros.dolowaldg e 2o

Notary Publlc (Notario Pablico). _' 1 :

- T

.NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

United States of America

State of New Jerssy {ss
County of Morrls

Onthis 6th dayof October 2004, perscnally
came, Willlam H. Calnan
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say that he Is the
Assistant Secretary of WYETH the company named
within, & Corporation organlzed and existing under
the laws of State of Delaware, Unlted Siates of
America, domiclled at the City of Madison, County of
Morris, State of New Jersey, Unlied States of
America, legally constituted for a period of tenure not
yet expired, which exercises Its corporate purposes
according to the laws of Stale of Delaware, United
States of America; that the deponent Is authorized by
said Company to confer this power of attorney; that
the seal affixed hereunto by the deponent In the
name and on behalf of sald Corporation is the
corporate seal thereof; and that the purpose for which
this Instrument Is granted Is Included within the
corporate purposes of the Company.
The undersigned Nolary Public has seen the articles
of Incorporation of sald Corporation executed at
Wiimington, Delaware U.S.A. under date of
Fobruary 4, 1828, and hereby cerlifies that under the
gaidyState the foregoing acknowledgment la
that the facts thereln contained are

WOINCIDE BOW A ‘
ll!"llllio 7’.' A

MARILYN L. MITCHELL

NOTARY PUBLIC. STATE OF NEW JERSEY

Gommission Expites February 8, 2005

Hr



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

" (PCT Articulo 18 y Reglas 43 y.44)

. . . PARA FUTURAS ver Forma PCTAISA/220

refrencia de agente
;;'62“;:;_304 in el policitants o ACCIONES asf como, doude apliqus, el fiem 5 & continuscidn.
Solicitud intemacional No. Fecha ds registro intemnacional (dis/mez/slo) | Fecha de Prioridad (Primers) (dia/imes/aio)
PCT/US2004/032883 06/10/2004 27/10/2003
Solicitnte
WYETH

Este Reporte de Bisqueds [nternacional ha sido prepamdo por esta Autoridad de Bdaquedy [nternacional y es tranarmitido ol solicitante
segiin el Articulo 18. Uaa copin serd transmiitide a ia Oficine nternacional.

Este Reparte do Bisquedu Intermacional congta de un totsl de .1 hojas.
También esli acompafiado de una copia de cada docurnento técnico enterior citado on este reporte.

). Bases del reporte

8. Respecio al lenguaje, 1n tisqueds internacional se llevd s cabo segiin la solicitud intermacional en el lenguaje en ¢l cual se presentd,
a menos que e indiqua de otro modo en este item,

D La blisqueds internacional se lievd & cabo segim 1 traduccidn de ks solicitd intemacional proporcionads a esta
Autoridad (Regla 23.1(b)).

b. D Resperio a una secusncla de dcido auclediido y/o amino reveledo en n solicitud internacional, ver Casilla No. L

2 [ Clertas reivindicncianes no pudieron locallzarse (Ver Casilis 1.

3. [] ruin unidad de laveacisn (ver Casilia I1D).

4, Respecto al titulo,

EJ texto es sprobsdo segdn lo presents ol sliciunte.
Esta Autoridad ha establecido que el texto se les asl:

5. Respecio al remmen,

Bd 5 texto e aprobado segim lo presents  solicinte.
Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con la Regia 38.2(b), scgin sparece en 1a Cusills No. [V. El solicitants puede, un
mes despyés de In fecha de haber enviado por cormeo este reports de bisqueda internacional, presentar commaiarios a esta Autoridad.
6. Respecto a los dibajos,

a. La figura de lon ditmjos que so publicani con el resurnen s ka Figum No.

[ camoto sugiria el solicitante.
[ ] comotoselcccions exta Autoridad, porgus e solicitante no mugirid wna figura.
camo Io selecciond esta Autoridad, porque egts figura camcteriza mejor a In invencidn.
5.0  ninguna de las figarus s parn ser publicads con ¢l resumen.

Forma PCT/ISAZ210 (primers haje) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacionsl No.
PCT/US2004/032883

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC7 CO7K16/06 B01D15/08

B CAMPOS BUBCADOS

Sogin is Clasificacién de Patents Intemacional (IPC) o segdn s clasificacién nacional y I IPC

IPC7 CO7TK

Docurnentacién minfma buscads (sistema de clasifleacidn seguido de simbolos de clasificacion)

Documentacidn buscads fuers de documentacién minima hasts donde dichos documentos se incluyan en los campos buscasdos

EPQO-Internacional, BIOSIS, EMBASE, PAJ, WPI Dato

Base de datos clectrinica consultads dursnic Ia biisqueds internacional (nombre de la base de datos y, donde se prictice, buscar términos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

citado en la solicitud
resumen

figura 3

pégina 524, columna a mano izquierds, pérrafo 2 -
pégina 525, colurmna a mano derecha, pirrafo 1

[ Categaria® | Citacidn de documento, con indicacion, donde sea spropiado, de los texios relcvantes Relovanie a In reivindicacién No.
X GIOVANNINI ROBERTO Y COL: “Separacién de un anticuerpo 1-6,

recombinante del supemadante de un culivo celular: 8-21,

Cromatografia continua snular versus cromatografla discontinua y 23-36,
cromatografia de lecho expandido” 38-52,
BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, 55-69,

vol. 73, no.6, 20 de Junio de 2001 (2001-06-20), 74-86,

péginas 522-529, XP002327112 91-103,

ISSN: 0006-3592 108-117

o

E En el recuadro C se enumeran méds documentos.

[ ] En ef anexo se enumeran micmisros de I familin de patentes.

° Categorins especiales de documentos citados:

‘A’ decurmenio que define el estado general de Ia téenica el cual no se
conaidera de relcvancis particular

'E’ documento anterior pero publicado en o después de ia fecha de
presentacién intemnacional

'L’ documento que puede armojar dudas sobse reivindicaclones do
prioridad o que sc cita para establecer In fecha de publicacién de otra
citacidn u ot raadn especial (segin se especifica)

‘0" documento que sa refiere a ung revelacidn orml, uso, exhibicidn u
oiros medios

P documento publicado snies de s fecha de presentacién internacional
de Ia fecha de priaridad reivindicads

T documenio postecior publicado después de In fecha de presentacidn
mternacional o fecha de prioridad y qua no estd en conflictocon In
solicitud pero citado para entender el principio o teorfa que nustents
i i

X' documento de relevancis particular; la invencidn refvindicads no
pueds considerane nucve o no puede considerurse que comprende
un paso inventivo cuando ¢l documento se toms solo

"Y' documento de relevancia particular; Is invencidn reivindicads no
puede conniderarse que comprende un paso inventivo cusndo el
documento se cambina con uno o miks documentos, siendo diche
combinacitn obvia pars una persona experta en b técnica

‘&’ documenin miembro de 1s misma familia de patentes

Fecha de 1a terminacién real de la bdsquada intemacional

4 de Mayo dc 2005

Fecha de envio por correo del reporte de blsqueda internacional
23/05/2005

Nomire y direccion de comeo da 1a ISA
Oficina d¢ Patentes Europes, P. B. 5818 Putentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Funclonario autorirdo
Ulbrecht, M

Forma PCT/1SA/210 {segunds hajs) (Encrn 2004)

pigina 1 de 2




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US2004/032883

C. {Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Citacidn de docurnento, con indicacién, donde sea spropisdo, de los textos relevantes

Relevantn a Ia reivindicacion No.

X

GIOVANNINI R Y COL: "Comparacién de diferentes tipos de
hidroxiapatita cerdmica para s separacién cromatogrifics de DNA
plasmido y un anticuerpo D recombinante anti-rhesus”
BIOSEPARATION. 2000,

vol. 9, no. 6, 2000, péginas 359-368,

XP009047265

ISSN: 0923-179X

pégina 365, columna a mano derecha, pirrafo 2

figura 5

TARDITI L Y COL: "Purificacién de anticuerpos monoclonales
biespecificos por cromatografia liquida de alta eficiencia selectiva"
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL,

vol. 5§99, 1992, pdginas 13-20, XP002981686

ISSN: 0021-9673

citado en la solicitud

phgina 15, columna a mano izquierda, parrafo 4

JOSIC D Y COL: "Purificacién de anticuerpos monoclonales por
HPLC de hidroxilapatita y HPLC de exclusién por tamafio"
BIOLOGICAL CHEMISTRY HOPPE-SEYLER. MAR 1991,

vol. 372, no. 3, Marzo de 1991 (1991-03),

péginas 149-156, XP009047266

ISSN: 0177-3593

el documento completo

STEVENS A Y COL: "TECNICAS PARA PURIFICAR
ANTICUERPOS MONOCLONALES"

AMERICAN BIOTECHNOLOGY LABORATORY,

vol. 3, no. 5, 1985, péginas 22, 24-26, 28,

XP009047296

ISSN: 0749-3223

¢l documento completo

COPPOLA G Y COL: "Cromatografia liquida de alta eficiencia de
aminoécidos, péptidos y protefnas. XCII. Comparacién de
métodos pama la purificacién de autoanticuerpos monoclonales de
inmunoglobulina M de ratén®"

JOURNAL OF CHROMATOGRAFHY. 4 DE AGOSTO DE
1989,

vol. 476, 4 de Agosto de 1989 (1989-08-04),

phginas 269-290, XP001206272

ISSN: 0021-9673

el documento completo

1-6,
8-21,
23-36,
38-52,
55-69,
74-86,
91-103,
108-117

1-117

1-117

1-117

1-117
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

@1\ cooreraTion TREATD
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PCT

[To~

FINNEGAN, HENDERSON, FARABOW,
GARRETT & DUNNER, L.L.P.
Attn. Garrett, Arthur 8.
1300 I Street, NW

Washington, DC 20005-3315
UNITED STATES OF AMERICA

RECEIUE

MAY 2 7 20P5

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPOAT AND
E WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
EARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

n. Hendersog], Farabow, (PCT Rule 44.1)
Hnn&?mh&l)unne fﬂum

| [(awmontier) 53 /0572005
Appiicants or agent’s file refarence :
8702.146-304 FOR FURTHER ACTION Sse paragraphs 1 and 4 balow
intemational eppication No. international fiing dais .
PCT/US2004/032883 (dayinonthyeer) 06 710/2004
Appicant
WYETH

1. The appiicant is hereby notified that tha international saarch report and the wrilten opinion of the Inemaefional Saarch
m Authotity have been established and ane tranemitied herewith. . ) '
Flling of amensments and sintement under Article 18:
The applicant is entited, i he so wishas, to amend the claims of the Intemational Applcation (see Rule 48):
_When? The time Imit for fling such amendments is normally 2 months from tha date of transmiital of the
Inhmlhmlsum&porhlpnm.h'mmbhlgmhmummmq\m
Where? Directy 0 he Iniemational Bureau of WIFO, 34 chamin des Colombeties
. 1211 Geneva 20, Switzeriand, Fascimia No.: (41-22) 740.14.36
For more detalisd Instructions, ses the notes on the accompanying shest.

2. [] The appiicant is hersby notiied het na Intemational ssarch report will be celabiished end that the deciaration under
Articia 17(2)(a) %0 that effect and the writien optnion of the iniemational Saarching Autharily are transmitied herewith.

3. ] wWith regard tn the protest against peyment of (an) aciiitional fee(s) undec Fuie 40.2, the appiicant e fotiled that:

[] e prowst tngether with the dectslon thereon has bean transmitisd t the intemational Bureeu together with the
applicant's request 1o forward the texta of both the proteet and the decision tharecn 1o the designated-Offices.

[] no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notied as soon as a daclsion is made.

4. Ramninders

Ehorlly ahar the expiraion of 18 monihe from the priority
Intemnational Bureau. if the epplicant wishee 0 avold or

The appiicant may submit comments on an informal basis on the writtan opinion of the Iintemational Ssarching Authortly to the
Imamational Bureau. The Intamational Bureau will send a copy of such commants 10 all designated Offices unless an
inlemational preliminary examination report has been or is t0 be asiabliehed. These comments would also be made avallable o
the public but not before the axpiration of 30 months from thae priarily daio. . '

Within 18 monthe from the prioriy dats, but only in reepect of some designated Ofices, & damand for inemasianal preiminery

axamination must ba fisd if the appiicant wishse to the entry Inio the national phase unill 30 monthe from the priority
date (In some Offices even inter); othervise, tha applicant must, within 20 montha from the priorly dais, perform the prescribed
acis for antry Inio the national phase before thoss designaind Offices.

In reepect of other designated Offices, the me limit of 30 manths (o later) wil apply even If no demand is lled within 19

u.ummnﬁmmnwu
» & notice of withdrawal of the inlemational

Sae the Annex to Form PCTAR/301 and, for detalis about the applicable time limits, Ofice by Office, see the PCT Applicant’s
Guide, Voluma [I, National Chapiers and the WIPO intemet sits. i

Name and maiing address of the intsmational Searching Authority
— Pwtent Office, P.5, 5818 Paiuntiam 2

Authorized officor

NL-2280 HV Rjswik -
Tel {(+31=70) 340-2040, To. 31 851 epo ni,
Fax (+31-70) 340-3018

Catricna Cleere

19 Do 9-13-
BT nﬂ:"lu d W M‘/ S'-U'-df .

ors
TNY

’”.“ (So8 nolis on acoompanying shesl)

o5~
5-&1-43'/ p,
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1 ' NOTES TO FORM PCT/SA220 I}

Thase Notes are intencded io give the basic instrustions conasming the filing of amentiments under arficle 18. The

Nolss are based on the recuirements of ihe Paierd Cooperalion Trealy, the Reguisions and the Adminkiraiive Instructions
urcler thet Treaty. iy osse of discrepancy between these Nolse and those equirements, the latter are applisable. For more
detailed informafion, sse aleo the PCT Applicant’s Gulde, a publiation of WIPO,

in theaa Noles, *Ariicle”, “Fuls”, and “Seciion” efer to the provisions of the PCT, the PCT Regulsliors and the PCT
Mnn!ilﬂnlmm

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

. The applioant has, afier having recsived the intemalional ssarch report, one opportinity to amend the claims of the

What paris of the inlssmationsl appliostion may be amended?

Undler Astisls 18, only the elaims may be amendsd.
During the inlemational phase, the delims slen be emended (or father amandad) undar Article 34 before
Nﬂﬂhﬁ.hiﬁnﬂhﬂ&mﬁum

Upon eniry into the nalional phane, all parts of the intemalional appiisation may be amended under Artiole 28
or, where applisabls, Arlicle 41.

When? Wihin 2 manhtha from the dais of tranemiital of the kdemationsl searsh report or 16 monihe fram the priarlty
daie, whichever tims Imit expires (aiwr. i should ba noled, however, that the amendments will be conaidered
ah bean recelved on time ¥ they sre recsived by the Intemalionsl Bureau after the expiretion of the

“1Pmuhﬁ-hmunuu-umumw

The amendments may anly be flad with the intemational Bureaus and not with the reasiving Offios or the
mdummmun.

Where a damand for intemational preliminery sxamingiion has beenis flied, see below,

How? Eluw-qmﬂmﬂumwlﬂ.nwm_ﬁmwhmhud
one or mom of the clalms as fled.

A replasemeni shest misst be submilted for aach shest of the olalvs which, on ascount of an smendment or
amandmenis, differs from the shest originally Sed.

Al the slsirw appesring replacement shesl must be numbered in Arable numerals. Whare s olsim s
omnosliad, no M&hhhh“hlm“dﬁunm&ﬂmm
be renumberned sormsoulively (Adminktralive insinclions, Ssoion 205(5)).

The amendhnents mest be made In the language in which the inlsmetional agiplication s to be publivhwed.

What decuments must/may ssoampany the amsndments?
Latiar (Bectlon 306(b)):
Tha amendmenis must be submitied with & latter.

Tha istier will not be published with the inlesmational appliestion and the smendad clsims. & should not be
confused with the "Stalement under Articls 19{1)" {(see below, under *“Staitement undar Article 19(1)").

Tha lsiter must be in English or French, at the cheiss of the sppllsant. Hewaver, § e anguage of the
intornational the leltar boln | of
- ..m -E=llls. must English; if the language hm#

Nolas to Form PCTABA/Z20 (iret shest) (Jaruary 1094)

ENBDOCID: «X8____JGAZEONCENP. | >
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N NOTESTOF RM PCT/ISA/220 (continued)

ntior must ilhlhhdﬂumhdnmhdim.liﬂ.ﬂhdﬁﬂﬂmﬂlmﬂ.h

petiouer, oate, incioats, in conneation with esch alsim appearing In the interational appllaation (it being undersicod
that identical incloations sanceming ssveral alsims may be grouped),whether

the olaim s unchanged;

the claim is cancalled;

the olaim s new;

the claim replaces one or mare claims as fled;

the oiaim is the result of the division of a alaim = Hed.

i’

32333

Tha following sxampies Wusirale the mannar in which amendmants musibe sxpisined In the
sccompanying lstter: .

1. [Where criginaly thare were 48 olaima and after anendment of some claima thave are 51}
"Clairms 1 10 29, 31, 32, 34, 35, 37 b 40 repiaced by emended claims bewing the same numbern;
daims 30, 33 snd 36 unchanged; new alaims 48 o 51 added.”

uﬁnﬂyh—-ﬁddmﬂlhrm-!ddﬁ-hnnﬂl
1 10 13 replaced by amended dlsims 1 to 1%."

3. [Where criginally there ware 14 clsims end the amendmenis conalst in sancsling some dlaims and in adding
"a'-nlii!l-ul“urd-yd.dﬁu?hﬂ-nﬁd.mﬁmﬂ.lcuﬂﬂm or
'ﬂﬁm?biaumhd.n-dﬂl-ﬁ.u-llﬂﬂd.d olsims unchanged.”

4, M-'whnhhhdn-llnl'hm

mads]:
“Clsima 1-10 unchanged; claims 11 o 13, 18 arwd 18 cancelied; claims 14, 15 and 18 replaced by amended
diaim 14; elaim 17 subdiviced inio amanded clahms 185, 18 and 17; nlu:'ﬁmﬂlldﬂ -Ih:.'

»

“Statamant tnder wrilcie 16(1)" (Rule 48.4)

Thmﬁ_tmqhmw.mmnm-ﬂhdﬁ_uqm
Hun:;ﬂ?ubnﬁlhmh“.ﬂh“ﬂ“hmm

mmnhmmhm#uhmm
R must be in the languags in which the ixiarnations] apppiicstion s io be published.
lnﬂhhﬂ.ﬁnﬂqiﬂnﬁﬂhﬁﬁhwﬂhﬂdﬁhm.

& should not be coniusad with and doss not replace the aiter indicaling the difsrancas balwasn the claims
as fied and as amended, &k must be Sled on a ssparsts shest and must be identilled as such by a heading,
profersbly by using the words "Bialament under Articls 18{1)."

R may not contain any comsnerta on the inlemational ssarch report or the relsvance of oliations
contained In thet report. io ciixtions, relevant fo a given claim, containad in the intemationsl search
report may be macde only in conneciion with an amandment of that elaim.

mnmummmmmmu

ldhhd“wmmm 18, a demand for inlemationsl preliminary examingiion

has sirsady besn submilied, the applioant must preferably, ai the same lims of fing the amendmenis with the
intemaiionsl Bureay, also fis & copy of such amendmenis with the Internaiional Preliminary Examining
Authorly (see Pule 82 5(a), firat sentence).

Consssance with regand bo trunsialion of the international appiication for antry inte the national phass

The appliaents sttaniion is dranm to the fact that, where upon hhhnlhndﬂl-. a irarwistion of the
claime as smended under Artiale 19 may have o be fumnished to the designaiediisated Offioss, instesd of, or
in adkdilion fo, the ransistion of the daims == fled.

For fusthar dutalis on the requirements of ssch designaisdisisciad Ofios, sae Volume Ii of the POT Appllamnt's

Notes o Form PCTABA220 (second sheef) {laruery 1994)
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PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agents flle reference FOR FURTHER 209 Form PCTASAZZED
8702.146-304 ACTION a8 wel s, where, applicabia, fem 5 below.
intemetionel application No. intamational fling date (dayimonthyear) (Eariest) Priority Dele (dmy/monthvyear)
PCT/US2004/032883 06/10/2004 27/10/2003
Appicant

WYETH

This imemational Gearch rthas bean prepared by this intsmaiional Searching Authority and Is franemitied to the apphcant
mgnmm.ammmu:mmmubgmmmw. "o - -

‘This Intemational Search Report conelete of a tofal of 3 sheets.
[X]  1tie aleo accompanied by a copy of each prior ert document clied In this repart.

1. Basls of the report

a. With mgard o the languags, the intemational search was carried out on the basls of the nismational application in the
isnguage in which it was fied, unissa atherwies indicated under this Nam,

[[] e inemational ssarch was camied out on the basis of & translation of the iviemational epplication fumished 1
this Authority (Rule 23.1(b)).

b. [] Withregardio any muciectide andior amino acid sequence diaciosed In the intamational appiicaian, see Bex No. I.
2. [ coraincisims were tound unsearchabis (See Box Ii).
3. [J unityotmvention is incking (ses Box Ill).

4. With regérd 1o the titld,
the text is approved as submitied by the appiicant.
[[] the s hes bean establehed by this Authority 1o read as followa:

5. WIth regerd 1 e abstrent,
[X] the wotis approved as eubmitied by the applicant.

the iuxt has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears In Box No. IV. The applicant
D m.m“mmmmmmauammumﬁn)-?-mm:pmmm:mmummm.

8. With regard to the drawings,
a. the figure of tha drawings to ba published with the ebstract is Figure No.
[[] assuggested by the sppiicant
[[]  ae setactad by this Authortty, because the epplicant fallad 10 suggest e figure.
[[]  asseiected by thie Authority, because this figure betier chamcierizes the invention.
b. [X] noneof e figures is io be pubished with the sbsiract :

Form PCTASA/210 (first shest) (Januery 2004)



IN'I'WIATIONAL SEARCH

REPORT -
PCT/US2004/032883

1

A. CLASSIRCATION OF . BJECT MATTER
e T CO7K16/06 BO1D15/08

According o Inlemational Pxient Classification (\PC) or to both nations ciasificstion and IPC

8. AELDS SEARCHED

Minkmum
IPC7 COXK

documnentation searched (classificalion system folowed by classiication symbols)

Documentstion sesrched other than minkmum documeniation 1o tha edent thel

wuch documents are Included n the flekis searched

EPO-Internal,

Electronic data bass conmullad during the Intsmational aesrch (neme of data base and, whers praiical, search terme 1mad)
BIOSIS, EMBASE, PAJ, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

cited in the application
abstract

page 525, right-hand column, par
figure 3

page 524, left-hand column, paragraph 2 -

Catagory * | Citation of documant, with indication, whare appropriate, of the relovant passages Relovant to cialm No.

X GIOVANNINI ROBERTO ET AL: “Isolation of a 1-6,
recombinant antibody from cell culture 8—21
supernatant: Continuous annular versus 23-36
batch and expanded-bed chromatography" 38~52.
BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, 55-69,
vol. 73, no. 6, 20 June 2001 (2001-06-20), 74-86,
pages 522—529 XP002327112 91-103,
ISSN: 0006-3592 108-117

agraph 1

-

m Furiher docurnents are lisied in the contiuation of bax C.

D Patent family members are Ssted in annex.

'Wﬂ-mlhldﬂmm:

T ?mun'-umn?u'n;mh -li:
A the winia of the ant which ls not
A mwd general ciiad fo tnciarstand the principle or theory underiying the
"E' ewiardocumant but published on or after the inlemadional " document of relevencs: the claimed Ivention
b i d::nrl'hun thicw doubls :hh.:)'. mhmnﬂmﬁ:—nh nlm.llno
[ or an
"ﬂ'n-n dein of YY" documant of nelgvance; the cialmed mention
dlbntrdlllrﬂﬂlll'lhl cannot be consikiered to Involve an inventive slep when the
‘0" document referting 10 an oral daciomne, Use, exhibilion or documant s combinad with one or more other such docu—
alher means ments, such combination being cbvious 1o & person skillad
*P* documant publishad prior 1o the insrmalional fling cete but i the st
inler than the priosity dale claimad ‘4" document member of the sams paiend tamily

Dade of he aciual completion of the Intemalional search Date of mading of the iniamationsl ssarch repoit
"4 May 2005 23/05/2005
Name and maling address of the [3A . Authorized officer
EMMGMP.B.I‘!!P&MI
o T S o o o Ulbrecht, M

Fasn PCTABA/ZO (seoard shest) (lermury 2004) ©

page 1 of 2




INT'!ATIONAL SEARCH REPORT

Appilication No
|IPCT/U52004/032883 /5

G.(Guli:-h'l) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory *

Chstion of documnent, with indication, where appropriais, of the relsvani passages

Ralevant to clelm No.

GIOVANNINI R ET AL: "Comparison of
different types of ceramic hydroxyapatite
for the chromatographic separation of
plasmid DNA and a recombinant anti-rhesus
D antibody."

BIOSEPARATION. 2000,

vol. 9, no. 6, 2000, pages 359-368,
XP009047265

ISSN: 0923-179X

page 365, right-hand column, paragraph 2
figure 5

TARDITI L ET AL: "Selective
high-performance 11quid chromatographic
purification of bispecific monoclonal
antibodies”

JOURNAL OF CHROMATOBRAPHY, ELSEVIER
SCIENCE PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL,
vol. 599, 1992, pages 13-20, XP002981686
ISSN: 0021-9673

cited in the application

page 15, left-hand column, paragraph 4

JOSIC D ET AL: "Purification of
monoclonal antibodies by hydroxylapatite
HPLC and si1ze exclusion HPLC."
258%OGICAL CHEMISTRY HOPPE-SEYLER. MAR
vol. 372, no. 3, March 1991 (1991-03),
pages 149-156, XP009047266

JISSN: 0177-3593

the whole document

STEVENS -A ET AL: “TECHNIQUES FOR
PURIFYING MONOCLONAL ANTIBODIES"
AMERICAN BIOTECHNOLOGY LABORATORY,

vol. 3, no. 5, 1985, pages 22, 24-26, 28,
XP009047296

ISSN: 0749-3223

the whole document

COPPOLA 6 ET AL: “High-performance 1iquid
chromatography of amino acids, peptides
and proteins. XCIII. Comparison of methods
for the purification of mouse monoclonal
{mmunoglobulin M autcantibodies.”

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY. 4 AUG 1989,
vol. 476, 4 August 1989 (1989-08-04),
pages 269-290, XP001206272

ISSN: 0021-9673

the whole document

1-6,
8-21,
23-36,
38-52,
55-69,
74-86,
91-103,
108-117

1-117

1-117

1-117

1-117

Form PCTASA/RO {contimdion of ensond shast) (enuomy 3004)

page 2 of 2
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organtzacién Mundial de Propiedad Inteleciual
Oficina Internacional

(43) Fecha de Publicacién Internaclonal
19 de Mayo de 2005 (19.05.2005)

(10) NUmero de Publieacién Internacional

WO 2005/044856 A2

(51) Clasificaciin Internacional do Patentes’: CO7K 1606, (81) Estados Dexignados (o menor que sea indicado de otra manera,
BOID 15/08 cada tipo de proteccidn nacional disponibley: AE, AG, AL, AM:
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN

CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EBE, EG, ES, FI, G
(21) Nimero de Solldind Internacional: PCT/US2004/032883 GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS JP, KE, KG, KP,
LS, LT, LU, LV, MA, MD, M
NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT,

M RO,
(22) Fecha de Registro Internacions): SD, SE, G, SL, SY, TJ, T™, TN, TT, UA, UG,
6 de Octubre de 2004 06.102004) 1o Uz v vy, YU, 24" Zhg 2w T T

(25) Idioma de reglatro: Inglés  (34) Estavos Designados (2 menos gue sea indicado de otra maners, pero

cada ripo do proteccidn ragional disponidley: ARIPO (BW, GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, §Z, TZ, UG, ZM, ZW),

(26) Idloma de Pabllcacidur Inglés Euroasitica (AM, AZ, BY, XG, KZ, MD, RU, TJ, TM), Europea
"* (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, F1, FR, GB, GR,

(30) Informucidn de Prisridad: HU, 1B, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, §I, SK, TR), OAPI
60/514,018 27 de Octubre de 2003 (27.10.2003) US (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,

60/523 335 20 de Noviembre de 2003 (20.11.2003) US D, TG

(71) Selicitante (pars todar los Estados derignados excepto T uDileRda:

Estaday Unidos de América): WYETH [US/US]; 5 Giralda — sin reporte de bidsqueda Internacional y para ser republicado en
Farma, Madison, NJ 07940 (US). ¢l caso de recibo de ase reporte
(72) Inveatorss; e Para jos eddigos de dos letras y otras abreviaturas, refidrns a "Las Notas

(75) InventorewSolcltantes (paru Estodos Unidos de América Wias sobre Cidigos y Abreviahiras™ que aparecen al comiewso de cada
solamenzz): SUN, Shujun [US/US]; 43 Peabody Drive, *™édn regular de la Gaceta PCT.
Brentwood, NH 03833 (US). GALLO, Christopher
[US/US]; 9 Karen Road, Windham, NH 03087 (US).
KELLEY, Brimn [US/US); 108 Biakely Road,
Medford, MA 02155 (US).

(74) Ageute: GARRETT, Arthur, S.; Finnegan, Henderson,
Farabow, Garrett & Dunner, L.L.P., 1300 [ Street N.W.,
Washington, D.C. 20005-3315 (US).

(34) Thule:  ELIMINACION DE AGREGADOS DE ALTO PESO MOLECULAR UTILIZANDO CROMATOGRAFIA DB
HIDROXIAPATITA

{57) Rosamen: Esta invencifn se refiere a la aplicacién de la cromatografia de hidroxiapatita a Ia purificacidn de al menos un anticuerpo
a partir de una preparacién que contiene agregados de alto pesa molecular. Ademéa, esta invencién se refiere a una integracidn de la
cromatografia de hidroxiapatita cerdmica dentro de un protocolo cromatogrifico en combinacién para la eliminacién de agregados de
alto peso malecular e partir de una preparecién de enticuerpo.
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(12) INTERNATIONAL AFPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organtxation

Inlcmali(_mal Bureau

la

(43) International Publication Date
19 May 2005 (19.05.2005)

S
IO

il

PCT

(10) International Publication Nlllllber
WO 2005/044856 A2

(51) Internationsl Patent Classification’:
BO1D 1508

CO7K 16706,

(21) International Application Number: _
PCT/US2004/032883

(22) International Filing Date: 6 October 2004 (06.10.2004)
(25) Filing Langusge: English
(26) Publication Langunage: English
(30) Priority Duta:

60/314,018
60/323,335

27 Ocinber 2003 (27.102003) US
20 November 2003 (20.112003) US

(71) Applicant (for all derignaied States excepr US): WYETH
[US/US); 5 Giralda Faams, Muadison, NJ 07940 (US).

(7Z) Inventors; and

(75) Invemtoxs/Applicants (for US onlyk SUN, Shujun
[US/US]; 43 Pesbody Drive, Brentwood, NH 03833
(US). GALLO, Christopher [US/US]; 9 Karen Road,
Windham, NH 03087 (US). KELLEY, Brian [US/US];
108 Blekoly Road, Modford, MA 02155 (US).

(74) Agent: GARRETT, Arthur, §.; Finnegwn, Henderson,
Fersbow, Gurrett & Dunner, LLP., 1300 I Street N.W.,
Washinmn, D.C. 20005-3315 (US).

(81) Designated States (unlexr otherwise indicated. for every
kind of national protection available): AB, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,CN,
CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, HE, BG, ES, FL,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, I, IN, I8, IP, KE,
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SH, 8G, SK, 5L, SY, TJ, TM,
TN. TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
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Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
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Solicitante

WYETH

1. Esta opinidn contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

Casilla No. I Bases de la opinién

Casilla No. II Prioridad

CasillaNo.Il. No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial

Casilla No.IV  Falta de unidad de invencién

CasillaNo.V  Afirmacién razorada de conformidad con Ia Regla 43bis.1(a)(i) con
respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

[0 CasillaNo.VI Ciertos documentos citados

[[] CasillaNo.VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

[[] CasillaNo.VII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

O 00X

N
a

)

2. ACCIONES FUTURAS
Si se hace una demanda para examen preliminar internacional, esta opinién generalmente serd
considerada como una opinién escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar ("IPEA"). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta pam que sea Ia
IPEA y Ia IPEA escogida le ha notificado a la Oficina Internacional de conformidad con la Regla
66.1bis(b) que no se considerardn las opiniones escritas de esta Autoridad de Biisqueda
Internacional.

Si esta opinion es, segdn se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de la IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la IPEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiado, con
modificaciones, antes de la fecha de expiracién de tres meses desde la fecha de envio por correo de Ia
Forma PCT/ISA/220 o antes de la fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, la
que expire mis tarde.

Para opciones futuras, ver la Forma PCT/ISA/220.
3. Para detalles adicionales, ver las notas a 1a Forma PCT/ISA/220.

Nombre y direccién de correo de 1a ISA: Puncionario Autorizado
Oficina Europea de Patentes
D-80298 Munich Ulbrecht, M
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d Teléfono No. +49 89 2399-7710
Fax: +49 89 2399 - 4465

Forma (PCT/ISA/237) (Carétula) (Enero 2004)
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OFINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/032883

Casilla No. L Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opini6n se ha establecido segin la solicitud internacional en el idioma en el cual se
presents, a menos que se indique de otro modo bajo este ftem.

[ Esta opinién se ha establecido segtin una traduccién del idioma original al siguiente idioma  , que es el
idioma de una traduccién proporcionada para la btisqueda internacional (bajo las Reglas 12.3 y 23.1(b)).

2, Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoicida revelada en Ia solicitud internacional y necesaria
para la invenci6n reivindicada, esta opinién se ha establecido segtn:

a. tipo de material:

[] un listado de secuencia
] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

[[] en formato escrito -
] en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:
[] contenido en 1a solicitud internacional segdn se registrd.
[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
[[] proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la biisqueda..

3. [J Ademis, en el caso en que mis de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relaclonada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacitn en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud seg(in se present$ o no va mds alld
de [a solicitud segdn se registrd, segtn lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/237 (Enero 2004)
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AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/032883

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaclones y explicacianes que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracién
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-117
No: Reivindicaciones
Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones 7, 22, 37, 53, 54, 70-73, 87-90, 104-107

No: Reivindicaciones 1-6, 8-21, 23-36, 38-52, 55-69, 74-86, 91-103, 108-117
Aplicabilidad Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-117
No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PCT/ISA /237 (Enero 2004)



OPINION ESCRITA DELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/US2004/032883
Re ftem V.
1.  Se hace referencia al siguiente documento

3.1

3.2

33

D1: GIOVANNINI ROBERTO ET AL: “Isolation of a recombinant antibody from cell
culture supernatant: Continuous annular versus batch and expanded-bed
chromatography” BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, vol. 73, no. 6, 20
de Junio de 2001 (2001-06-20), paginas 522-529

D2: GIOVANNINI R ET AL: “Comparison of different types of ceramic hydroxyapatite
for the chromatographic separation of plasmid DNA and a recombinant anti-rhesus
D antibody”. BIOSEPARATION. 2000, vol. 9, no. 6, 2000, paginas 359-368

La materia objeto reivindicada de las reivindicaciones 1-117 es novedosa puesto que la
combinacién de las caracterfsticas sugeridas en dichas reivindicaciones no se revela en la
técnica anterior (Art. 33(2) PCT).

El propésito de la reivindicacién 1 es solucionar el problema de proporcionar un método
para purificar un anticuerpo de una preparacién de anticuerpos que contienen HMWA. La
solucién sugerida por la reivindicacién 1 comprende la disociacién del anticuerpo de una
resina de hidroxiapatita usando un amortiguador que comprende 1-20 mM de fosfato de
sodio y 0.2-2.5 M NaCl, donde se elude el anticuerpo de dicha resina o se previene que se
una a ella. D1, sin embargo, ensefia que un anticuerpo ge une a una resina de
hidroxiapatita en un amortiguador que contiene 1 mM de fosfato pH 6.0 y 1 M NaCl
(p- 525, c. 1, para. 1 - c. 2, para. 1; Fig. 3) es decir, bajo condiciones que de conformidad con
la reivindicacién 1 deben permitir una purificacién del anticuerpo con base en la
disociacion de dicha resina. Por lo tanto, al método segin se sugiere en la reivindicacién 1
le falta reproducibilidad (Art. 5 PCT) y no puede considerarse que el problema anterior
haya sido solucionado por las caracteristicas técnicas sugeridas en la reivindicacion 1. A
dicha reivindicaci6n, por lo tanto, le falta nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

La misma argumentacién también aplica en vista de D2 (p. 365, c. 2, para. 2; Fig. 5).

También aplican consideraciones semejantes a las reivindicaciones 15, 31, 48, 65, 81 y 99
(Art. 33(3) PCT).

La Fig. 3 de D1 ensefia que el escape del anticuerpo de la resina de hidroxiapatita ocurre a
aproximadamente 35 mM fosfato. Por lo tanto, para las consideraciones bajo V. 3.1
tampoco puede reconocerse un nivel inventivo para la materia objeto de las
reivindicaciones 5, 20, 35, 52, 69, 86 y 103.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HIOJA SEPARADA) PCT/US2004/032883
34 La concentracién de NaCl de 1M sugerida por las reivindicaciones 6, 21 y 36 es idéntica a

3.5

3.6

3.7

5.1

aquella usada en D1 (Supra). Por lo tanto, por las razones dadas bajo V. 3.1, tampoco se
considera que estas reivindicaciones establezcan un nivel inventivo.

Las caracterfsticas adicionales sugeridas por las reivindicaciones 2, 3, 8-14, 16-18, 23-30, 32,
33, 38-47, 49, 50, 55-64, 66, 67, 74-80, 82-84, 91-98, 100, 101 y 108-117 sugieren caracterfsticas
técnicas que no solucionan el problema de reproducibilidad formulado bajo V.

31 (Art. 5 PCT). Por lo tanto, por las mismas razones que bajo V.3.1 a estas
reivindicaciones también les falta un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

El rango de pH sugerido por las reivindicaciones 4, 19, 34, 51, 68, 85, 102 sugiere rangos de
pH bastante amplios cuyo limite inferior es cercano al pH de 6.0 del amortiguador
ensefiado en D1. Ademas, la solicitud Gnicamente proporciona ejemplos précticos dentro
de estos rangos para amortiguadores especificos que tienen un pH de 6.8, 72 0 7.3. Por lo
tanto, no es crefble que el problema de reproducibilidad en vista de D1 sea solucionado por
un pH que cae dentro del rango sugerido por dichas reivindicaciones. Por consiguiente, la
argumentacién respecto a la falta de nivel inventivo bajo V.3.1 también aplica a estas
reivindicaciones (Art. 33(3) PCT).

Las reivindicaciones 7, 22, 37, 53, 54, 70-73, 87-90 y 104-107 proporcionan condiciones de
cromatograffa que se reflejan en los ejemplos précticos revelados en esta solicitud. Estas
condiciones permiten una purificacién de anticuerpos de la preparacion del anticuerpo que
contiene HMWA con base en una absorcién/desorcién diferencial de HMWA vy
monémeros de anticuerpo a una resina de hidroxiapatita bajo estas condiciones. Por lo
tanto, se considera que estas reivindicaciones comprenden un nivel inventivo (Art. 33(3)

PCT).

Se reconoce la aplicabilidad industrial de la materia objeto de las reivindicaciones 1-117
(Art. 33(4) PCT).

Las reivindicaciones 2, 3, 17, 18, 32, 33, 49, 50, 66, 67, 83, 84, 100 y 101 se refieren al
resultado deseable del método de purificacién reivindicado que equivale a una definicién
de la materia objeto reivindicada en términos del problema implicito; es decir, en términos
del resultado que se va a obtener. Estas reivindicaciones deben reformularse para
proporcionar las caracterfsticas técnicas necesarias para solucionar dicho problema y por lo
tanto dar una definici6n clara del alcance de dichas reivindicaciones (Art. 6 PCT).

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separads) (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/032883
(HOJA SEPARADA)

52 También, las reivindicaciones 65, 81 y 99 han sido formuladas en términos de un resultado
que se obtendra ("bajo condiciones que permitan monémero y agregados de alto peso
molecular” y “permitiendo ... desplazar al monémero ligado”), lo cual escasamente
equivale a una afirmacién del problema implicito, sin proporcionar las caracteristicas
técnicas necesarias para lograr este resultado. Por consiguiente, la definicién de dichas
reivindicaciones no es clara (Art. 6 PCT).

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)
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WRITI'EN OPINION OF THE Intsmational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTA)S2004/032883

Box No.| Basls of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the intemational application In
the language in which it was filed, uniess otherwise indicated under this item.

O This opinlon has been established on the basis of a translation from the original language Into the following
language , which is the language of a translation fumnished for the purposes of intemational sgarch
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard o any nucleotide andior amino acld sequence disclosed in the Intemational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of materiat:
0O asequence listing
O table(s) related to the sequence listing

b. format of material:
0  inwritten format
O In eornpu'hr readable form

c. time of flingfumishing:
O contained In the international application as filed.
O filed together with the interational application In computer readable form.
0 fumished subsequently to thia Authority for the purposes of aaarch

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andibr table relating thereto
has been fled or fumnished, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were fumished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/ 237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004032883

Box No.V Heasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-117

No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims 7.22,37,53,54,70-73,87-90,104-107

No: Claims 1-8,8-21,23-38,38-52,55-69,74-86,91-103,108-117
Industrial applicability (IA) _ Yes: Claims 1-117

No: Claima

2. Citations and explanations
see soparate sheet

Form PCTASA/237 (Janusry 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Imemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) ' - PCT/US2004/032883
Reitem V.

1. Reference is made to the followmg document

D1: GIOVANNINI ROBERTO ET AL: "Isolation of a recombinant antlbody from cell
culture supernatant: Continuous annular versus batch and expanded-bed
chromatography” BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, vol. 73, no. 6,
20 June 2001 (2001-06-20), pages 522-529 :

D2: GIOVANNINI R ET AL: "Comparison of different types of ceramic
hydmxyapahte'for the chromatographic separation of plasmid DNAanda
recombinant anti-rhesus D antibody." BlOSEPAHATlON '2000, vol. 9, no. 6,
2000, pages 359-368

2. The subject-matter of claims 1-117 is novel as the combination of features suggested
in said claims is not disclosed in the prior art (Art. 33(2) PCT).

3.1 Claim.1 aims at solving the problem of providing a method of purifying an antibody
from an antibody preparation containing HMWA. The solution suggested by claim 1
involves the dissociation of the antibody from a hydroxyapatite resin using a buffer
comprising 1-20 mM sodium phosphate and 0.2-2.5 M NaCl, whereby the antibody is
either eluted from the said resin or prevented from binding thereto. D1, however,
teaches that an antibody binds to a hydroxyapatite resin in a buffer containing 1 mM
posphate pH 6.0 and 1 M NaCl (p. 525, ¢. 1, para. 1 - ¢. 2, para. 1; Fig. 3) ie under
conditions which according to claim 1 should allow a purification of the antibody
based on its dissociation from the sald resin. Hence, the method as suggested by
claim 1 lacks reproducibility (Art. 5 PCT) and the foregoing problem cannot be
considered as being solved by the technical features suggested by claim 1. Said
ciaim therefore lacks an inventive step (Art. 33(3) PCT).

The same argumentation also applies in view of D2 (p. 365, c. 2, para 2; Fg 5).

3.2 Similar considerations also apply to claims 15, 31, 48, 65, 81 and 99 (Art. 33(3) PCT).
3.3 Fig. 3 of D1 teaches that the antibody elution from the hydroxyapatite resin occurs at

approximately 35 mM phosphate. Hence, for the considerations under V. 3.1 aiso no
inventive step can be acknowiedged for the subject-matter of claims 5, 20, 35, 52, 69,

Form PCTA8A/237 (Separaie Shest) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINI' N OF THE , international appiication No.
INTERNATI NAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) B PCT/US2004/032883

86 and 103.

3.4 The NaCl concentration of 1M suggested by claims 6, 21 and 36 &re identical to that
used in D1 (supra). Hence, for the reasons given under V. 3.1, these claims are also
not considered to establish an inventive step.

3.5 The additional features suggested by claims 2, 3, 8-14, 16-18, 23-30, 32, 33, 38-47,
49, 50, 55-64, 66, 67, 74-80, 82-84, 91-98, 100, 101 and 108-117 suggest technical
features which do not overcome the prablem of reproducibility formulated under V.
3.1 (Art. 5 PCT). Hence, for the same reasons as under V. 3.1 also these claims lack
an inventive step (Art. 33(3) PCT).

3.6 The pH range suggested by claims 4, 19, 34, 51, 68, 85, 102 suggest fairly broad pH
ranges whose lower limit is close to the pH of 6.0 of the buffer tau'ght by D1.
Moreover, the application only provides workable examples within these ranges for
specific buffers having a pH of 6.8, 7.2 or 7.3. kit is therefore not credible that the
problem of reproducibility in view of D1 is overcome by any pH falling within the range
suggested by the said claims. Consequently, the argumentation with respect to lack
of inventive step under V. 3.1 also applies too these claims (Art. 33(3) PCT).

3.7 Claims 7, 22, 37, 53, 54, 70-73, 87-90 and 104-107 provide conditions of
- - chromatography which reflect on workable examples disclosed in the present
application. These conditions allow a purification of antibodies from the an antibody
preparation containing HMWA on the basis of differential absorption/desorption of
HMWA and antibody monomers to a hydroxyapatite resin under these conditions.
Hence, these claims are considered to involve an inventive step (Art. 33(3) PCT).

4. Industrial applicability of the subject-matter of claims 1-117 is acknowledged (Art.
33(4) PCT). :

5.1 Claims 2, 3, 17, 18, 32, 33, 49, 50, 66, 67, 83, 84, 100 and 101 refer to the desirable
outcome of the claimed purification method which amounts to a definition of the
claimed subject-matter in terms of the underlying problem ie in terms of the result to
be achieved. These claims should be reformulated so as to provide the technical

Form PCT/SA/237 (Separate Shest) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING '
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/AUS2004/032883

features necessary to solve the said problem and thereby give a clear definition of the
. scope of said claims (Art. 6 PCT).

5.2 Also claims 65, 81 and 99 have been formulated in terms of a result to be achieved
("under conditions that allow of both monomer and high molecular weight
aggregates” and "allowing the ... to displace bound monomer®), which merely
amounts to a statement of the underlying problem, without providing the technical
features necessary for achieving this result. Consequently, the definition of said
claims is not clear (Art. 6 PCT).

Form PCTASA237 (Separsie Sheet) (Sheet 3) (EPO-January 2004)



ELIMINACION DE AGREGADOS DE ALTO PESO MOLECULAR UTILIZANDO

CROMATOGRAFA DE HIDROXIAPATITA
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a la aplicaci6n de 1la
cromatografia de hidroxiapatita a la purificacién de al menos
un anticuerpo a partir de una preparacién que contiene
agregados de alto pesc molecular. Ademds, esta invencibén se
refiere a una integracién de la cromatograffia de
hidroxiapatita cerdmica dentro de un protocolo cromaéogr&fico
en combinacién para la eliminacién de agregados de alto peso

molecular a partir de una preparacién de anticuerpo.



3l

ELIMINACION DE AGREGADOS DE ALTO PESO MOLECULAR UTILIZANDO

CROMATOGRAFIA DE HIDROXIAPATITA

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a los métodos para remover
agregados de alto peso molecular de una preparacién de
anticuerpo, utilizando cromatografia de hidroxiapatita. En
ciertas realizaciones de esta invencién, la cantidad de
agregados de alto peso molecular, presentes en la preparacién
final puede ser reducida significativamente, tal como de 40% a
menos del 1%.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Es deseable identificar los métodos (tiles para
purificar las proteinas que no destruyen, o gque reducen
significativamente la actividad biol6gica de la proteina. Los
contaminantes deben ser removidos de las preparaciones de
anticuerpc antes de que &stos puedan ser utilizados en
aplicaciones de diagnéstico, aplicaciones terapéuticas,
biologia celular aplicada y estudios funcionales. Las
preparaciones de anticuerpo cosechadas de lineas celulares de
hibridoma, por ejemplo, frecuentemente contienen componentes
no deseados, tales como agregados de alto peso molecular
(HMWA, por sus siglas en inglés) del anticuerpo producido por
la linea celular. Esta formacién de agregados puede afectar de

manera adversa la seguridad del producto al provocar



3

activacién del complemento o anafilaxis después de 1la
administracién. Ademfas, la formacién de agregadoa puede
impedir los procesos de fabricacién al provocar rendimiento
disminuido del producto, ensanchamiento del pico y pérdida de
actividad.

Los métodos de purificacién de proteinas mis comunes
estén abocados a diferencias en el tamafio, la carga y la
solubilidad entre la proteina gue va a ser purificada y los
contaminantes. los protocolos basados en estos pardmetros
incluyen 1la cromatograffia de afinidad, cromatograffa de
intercambio iénico, cromatografia de exclusifn de tamafio y
cromatograffa de interaccién hidrofébica. Estos métodos
cromatogréficos, no obatante, algunas veces presentan
dificultades técnicas en la separacién de las especies de
anticuerpos agregados o multiméricos. Las técnicas tales como
la cromatograffia de intercambio i6nico y de interaccién
hidrofSbica, por ejemplo, pueden inducir la formacién de
agregados debido a una concentracién incrementada de proteina
o los cambios requeridos en la concentracién del amortiguador
y/o el pH durante la elucién. Ademie, en varios casos los
anticuerpos muestran diferencias en los puntos isoeléctricos,
que son demasiado pequefios para permitir su separacién
mediante cromatografia de intercambio ifnico. Tarditi, J.
Immunol. Methods 599:13-20 (1992). La cromatografia de

exclusién de tamafic es problemdtica y da como resultado la
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dilucién significativa del producto, lo cual es un impedimento
en los procesos de fabricacién basados en eficiencia, a escala
grande. La fuga de 1los ligandos desde las columas de
cromatografia de afinidad puede también ocurrir, lo cual da
como resultado combinacifn indeseable en el producto eluido.
Steindl, J. Immunol. Methods 235:61-69 (2000) . Los
Solicitantes intentaron eliminar HMWA de una preparacién de
anticuerpo anti-GDF-8 utilizando cromatografia de intercambio
iénico, cromatograffia de intercambio catifnico, asi como
cromatografia de interaccién hidrofSbica. No obstante, todos
estos métodos fueron incapaces de remover sustancialmente los
HMWA de la preparacién del anticuerpo GDF-8.

La cromatografia de hidroxiapatita es un método para
purificar las proteinas, que utiliza un fosfato de calcio
hidroxilado, insoluble [Ca,s(PO4)¢{OCH)2], que forma la matriz y
el ligado. Los grupos funcionales consisten de pares de iones
de calcio positivamente cargados (sitios C) y clmulos de
grupos fosfato negativamente cargados (sitios P). Las
interacciones entre la hidroxiapatita y las proteinas son
complejas y de modos miltiples. En un método de interaccién,
no obstante, los grupos amino poeitivamente cargados sobre las
proteinas se asocian con los sitios P negativamente cargados,
y los grupos carboxilo de las proteinas interactian mediante
complejacién de formacién a los sitios C. 8hepard, J. of

Chromatography 891:93-98 (2000).
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La hidroxiapatita cristalina fue el primer tipo de
hidroxiapatita utilizada en cromatografia, pero é&sta esatuvo
limitada por dificultades estructurales. La cromatograffa de
hidroxiapatita cerémica (cHA) fue desarrollada para superar
algunas de las dificultades asociadas con la hidroxiapatita
cristalina, tales como las velocidades de flujo limitadas. La
hidroxiapatita cer&mica tiene alta  durabilidad, buena
capacidad de enlace a las proteinas, y puede ser utilizada a
velocidades de flujo y presiones mis altas que 1la
hidroxiapatita cristalina. Vola et al., BioTechniques 14:650-
655 (1993).

La hidroxiapatita ha sido utilizada en la separacién
cromatogr&fica de proteinas, &cidos nucleicos, asi como
anticuerpos. En la cromatografia de hidroxiapatita, la columna
es nuevamente equilibrada, y la muestra aplicada, en una baja
concentracién de amortiquador de fosfato y las proteinas
adsorbidas son luego eluidas en un gradiente de concentracién
del amortiguador de fosfato. Gilovannini, Biotechnology and
Bioengineering 73:522-529 (2000). Algunas veces gradientes de
mis baja profundidad de fosfato de sodio son exitosamente
utilizados para eluir proteinas, mientras que en otros casos
los gradientes de concentracién hasta de 400 mM de fosfato de
sodio han sido utilizados con é&xito. Ver por ejemplo, Stanker,
J. Immunological Methods 76:157-169 (1985) (gradiente de

elucién de fosfato de sodio de 10 mM hasta 30 mM); Shepard, J.



Chromatography 891:93-98 (2000) (gradiente de elucién de
fosfato de socdio de 10 mM hasta 74 mM); Tarditi, J.
Chromatography 599:13-20 (gradiente de elucién de fosfato de
sodio de 10 mM hasta 350 mM). Mientras que las sales tales
como cloruro de sodio han sido incorporadas en el amortiguador
de enlace para purificar un anticuerpo utilizando 1la
cromatografia de hidroxiapatita, Giovannini, R. Biotechnology
and Biocengineering 73:522-529 (2000), las sales tales como
cloruro de scdio y sulfato de amonic nc eran conocidas como
promotoras de afectar la elucidén de las proteinas en 1la
cromatografia de hidroxiapatita. Karlsson et al., Ion Exchange
Chromatography, in Protein Purificacién, VCH Publishers, Inc.
(Janson y Ryden eds., 1989). )

En varios casos, los investigadores han sido capaces
de eluir selectivamente los anticuerpos a partir de
hidroxiapatita o encontraron que la cromatograffa de
hidroxiapatita no daba como resultado un  producto
suficientemente puro. Junbauver, J. Chromatography 476:257-268
(1989); Giovannini, Biotechnology and Bioengineering 73:522-
529 (2000). Los Solicitantes intentaron sin éxito separar los

agregados de alto pesoc molecular de una preparacidn de
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anticuerpos wutilizando la cromatograffia de hidroxiapatita .

cermica y una elucién con fosfato de calcio basada en las
ensefianzas de la técnica anterior (Figura 1). Ademds, las

condiciones de elucidn severas, cuando son utilizadas en un



intento para romper el fuerte enlace de una proteina a una
matriz, se saben que destruyen la actividad biolSgica de una
protefina. De este modo, existe la necesidad para métodos
eficientes de eliminar impurezas, tales como los agregados de
alto peso molecular, de las preparaciones de anticuerpo que no
destruyan la actividad biolégica de los anticuerpos.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los Solicitantes encontraron sorprendentemente que
el cloruro de sodio puede ser utilizadc en un nuevo método de
cromatografia de hidroxiapatita para la purificacién de
inmunoglobulinas y eliminacién de HMWA de diferentes materias
primas (figura 2). De este modo, la presente invencién se
refiere a los métodos para eliminar agregado de alto peso
molecular de las preparaciones de anticuerpo, mediante
contacto de dicha preparacién con una resina de hidroxiapatita
Yy eluir selectivamente el anticuerpo de 1la resina.
Alternativamente, la preparacién de anticuerpo puede ser
intercambiada c¢on amortiquador en un amortiguador de
equilibrio, y luego se deja fluir a través de una resina de
hidroxiapatita. Una combinacién de estos métodoa de
cromatografia de hidroxiapatita de enlace/flujo de lado a
lado, puede ser también utilizada para purificar preparaciones
de anticuerpo.

La invencién caracteriza un amortiguador de elucién

o amortiguador de carga que contiene de 1 a 20 mM de fosfato
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de sodio y de 0.2 a 2.5 mM de cloruro de sodio, en donde el
amortiguador de elucién y el amortiguador de carga tiene un pH
de 6.4 a 7.6.

En una combinacién en el modo de enlace/flujo de
lado a lado, la invencién caracteriza a un amortiguador de
equilibrio y el amortiguador de lavado que contienen de 1 a 20
mM de fosfato de sodio, de 0.01 a 2.0 M de clorurc de sodio,
de 0 a 200 mM de arginina, y de 0 a 200 mM de HEPES, en donde
el amortiguador de equilibrio y el amortiguador de lavado
tienen un pH de 6.2 a 8.0.

En una modalidad, el anticuerpo purificado contiene
menos de 5% de agregados de alto peso molecular.

En una realizacidén adicional, el anticuerpo
purificado contiene menos de 1% de agregados de alto peso
molecular.

En una realizacién adicional, 1la preparacién de
anticuerpo contiene al menoe un anticuerpo IgG. Mas
egpecificamente, la preparacién de anticuerpo contiene al
menos un anticuerpo elegido del anti-receptor de IL-21, anti-
GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis Y, anti-IL-13, o
anti-IL-22.

Puede ser utilizado al menos un método de
purificacién en combinacién con la cromatografia de
hidroxiapatita de la invencifén. Una variedad de métodos de

purificacién podrian ser utilizados, incluyendo, pere no



limitados a, cromatografia de proteina A, cromatografia de
afinidad, cromatografia de interaccién hidrofébica,
cromatografia de afinidad de metal inmovilizado, cromatografia
de exclusidén de tamafio, diafiltracién, ultrafiltracién,
filtracién de eliminacién viral, cromatograffia de intercambio
aniénico, y/o cromatografia de intercambio catiénico.

En una modalidad, la cromatografia de intercambio
aniénico y de proteina A se utilizan en combinacién con 1la
cromatografia de hidroxiapatita cer&mica. La cromatografia de
intercambio anifénico de proteina A pueden ser utilizadas en
combinacién, por ejemplo, al poner en contacto la preparacidén
de anticuerpo con un soporte de proteina A, permitiendo que el
anticuerpo se adsorba hacia el soporte, lavando el soporte y
el anticuerpo adsorbido con al menocs un amortiguador de lavado
de proteina A, eluyendo el anticuerpo adsorbido con al menos
un amortiguador de elucién de proteina A, poniendo en contacto
la preparacién con un soporte de intercambio iénico,
permitiendo que el anticuerpo fluya a través del soporte,
lavando el soporte con al menos un amortiguador de lavado de
intercambio iénico, poniendo en contacto el flujo de lado a
lado del intercambio i6nico, con una resina de hidroxiapatita,
permitiendo que el flujo de lado a lado se adsorba a 1la
resina, lavando la resina con al menos un amortiguador de
lavado de hidroxiapatita, y eluyendo el anticuerpo purificado

de la resina, con al menos un amortiguador de elucién de
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hidroxiapatita.

En una realizacién adicional, la cromatografia de
intercambio ifnico y la cromatografia de proteina A pueden ser
utilizadas en combinacién, por ejemplo, mediante la puesta en
contacto de la preparacién con un soporte de proteina A
perdiendo que el anticuerpo se adsorba al soporte de proteina
A, lavando el soporte de proteina A y el anticuerpo adsorbido
con al menos un amortiguador de lavado de protefina A eluyendo
el anticuerpo adscrbidc con al menos un amortiguador de
elucién de proteina A, poniendo en contacto el eluido de
proteina A con un soporte de intercambio iénico, permitiendo
que el anticuerpo fluya a través del soporte de intercambio
iénico, lavando el soporte de intercambio iénico con al menos
un amort iguador de lavado de intexcambio ibénico,
intercambiando el flujo de lado a lado del intercambio hacia
un amortiguador de carga que comprende de 1 a 20 mM de fosfato
de sodio y de 0.2 a 2.5 M de cloruro de sodio, poniendo en
contacto el flujo de lado a lado del intercambioc idénico con
una resina de hidroxiapatita, permitiendo que el anticuerpo
fluya a través de la resina de hidroxiapatita, y lavando la
resi;'za de hidroxiapatita con al menos un amortiguador de
lavado de hidroxiapatita.

En otra modalidad, la cromatografia de intercambio
aniénico y la cromatografia de proteina A se utilizan en

combinacién con la cromatografia de hidroxiapatita cerémica.
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La cromatograffia de intercambio anifénico y de proteina A
pueden ser utilizadas en combinacién, por ejemplo, al poner en
contacto la preparacién de anticuerpo con un soporte de
proteina A, permitiendo que el anticuerpo se adsorba hacia el
soporte, lavando el soporte y el anticuerpo adsorbido con al
menos un amortiguador de lavado de proteina A, eluyendo el
anticuerpo adsorbido con al menocs un amortiguador de elucién
de proteina A, poniendo en contacto la preparacién con un
soporte de intercambio ifnico, permitiendo que el anticuerpo
fluya a través del soporte, lavando el soporte con al menos un
amortiguador de lavado de intercambio iénico, poniendo en
contacto el flujo de lado a lado del intercambio con una
resina de hidroxiapatita, permitiendo el flujo de lado a lado
para adsorberse a la resina, permitiendo el enlace de HMWA mis
fuerte que el monémero de anticuerpo y, conforme continua la
carga, el desplazamiento del monSmero enlazado por el HMWA,
lavando 1la resina de hidroxliapatita con al mencs un
amortiquador de lavado de hidroxiapatita, y recolectando el
mondSmero de anticuerpo desplazado.

Los objetivos y ventajas adicionales de la invencién
ser&n descritos en parte en la descripcién siguiente, y en
parte serin obvios a partir de la descripcifn, o pueden ser
aprendidos por la prédctica de la invencién. Los objetivos y
ventajas de la invencién ser@n realizados y alcanzados por

medico de los elementos en combinaciones particularmente

o
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sefialados en las reivindicaciones anexas.

Se debe entender que la descripcién general anterior
y la siguiente descripcién detallada son ejemplares vy
explicatorias Gnicamente, y no son restrictivas de 1la
invencién como se reclama.

Las figuras anexas, las cuales son incorporadas en y
constituyen parte de esta especificacién, junto con 1la
descripcifn, sirven para explicar los principios de la
invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 demuestra la incapacidad de la elucién
en gradiente de fosfato de la técnica anterior para separar
HMWA de una preparacién de anticuerpo anti-GDF-8.

La figqura 2 demuestra que el uso de la elucién en
gradiente del cloruro de sodio da como resultado la separacidn
de una gran porcién de HMWA de una preparacién de anticuerpo
anti-GDF-8.

La figura 3 muestra la separacién de HMWA de una
preparacién de anticuerpo anti-CD22 utilizando cromatografia
de cHA.

La figura 4 muestra la separacién de HMWA de una
preparacién de anticuerpo anti-Abeta utilizando cromatografia
de cHA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A. Definiciones
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Con el fin de que la presente invencién pueda ser
mids ficilmente comprendida son primeramente definidos ciertos
términos. Las definiciones adicionales son descritas a todo lo
largo de la descripcién detallada.

El término “anticuerpo” se refiere a cualquier
inmonoglobulina o fragmento de la miema, y abarca cualquier
polipéptido que comprenda un sitio de enlace al antigeno. El
término incluye, pero no estd 1limitado a, anticuerpos
policlonales, monoclonales, moncespecificos, poliespecificos,
no especificos, humanizados, humanos, de cadena simple,
quiméricas, sintéticos, recombinantes, hibridos, mutados,
injertados, y generados in vitro. El término *“anticuerpo”
también incluye los fragmentos de anticuerpo tales como Fab,
F(ab);, Fv, scFv, Fd, dAv, y otros fragmentos de anticuerpo
que conservan funcién de enlace al antigeno. Tipicamente,
tales fragmentos podrian comprender un dominio de enlace al
antigeno.

Los anticuerpos que pueden ser también purificados
por la invencién incluyen las formas quimicamente modificadas
tales como mediante tratamiento con PEG, y proteinas de fusién
que comprenden una porcién de inmunoglobulina. El anticuerpo o
fragmento del mismo pueden ser seleccionadas de cualquiera de
los isotipos de anticuerpos conocidos y sus conformaciones,
por ejemplo, los monSmeros de IgA, IgG, IgD, IgE, IgM, dimercs

de IgA, trimeros de IgA, o pentimeros de IgM.

Y
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El término “preparacién de anticuerpo” se refiere a
cualquier compoeicién que contenga un anticuerpo y/o
componentes no deseados, tales como agregados de alto peso
molecular de tales anticuerpos.

"hidroxiapatita cerémica” o “cHA" Be refiere a un
fosfato de calcio hidroxilado insoluble de 1la f6rmula
[Ca;0{PO4)¢(OH)2], que ha sido sinterizado a altas temperaturas
en forma de cerimica macroporosa esférica. El término “cHA*
abarca, pero no estd limitado a, la hidroxiapatita ceramica
del tipo 1 y del tipo 2. A no ser que se especifique, "“cHA",
ser refiere a cualquier tamafio de particula incluyendo, pero
no limitado a, 20, 40 y 80 um.

El término “agregados de alto pesoc molecular” o
"HMWA”" 8e refiere a una asociacién de al menos dos
anticuerpos. ILa asociacién puede surgir mediante cualquier
método, incluyendo pero no limitado a, el enlace covalente, no
covalente, enlace disulfuro, o reticulacién no reducible. Al
menos dos anticuerpos pueden enlazarse al mismo o a diferentes
antigenos. Al menos dos anticuerpos pueden estar en la forma
de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo u otras formae
descritas en 1la definicién de *“anticuerpo® anteriormente
mencionada.

El término "modo de flujo de lado a lado” se refiere
a una técnica de separacién de la preparacién de anticuerpo en

la cual al menoe un anticuerpo contenido en la preparacién

43
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estd destinado a fluir a través de una resina cromatogrifica o
goporte cromatogridfico, mientras que al menos un contaminante
potencial o impureza se enlaza a la resina o al soporte
cromatogrdfico. El modo de flujo de lado a lado puede ser
utilizado, por ejemplo, en la cromatografia de hidroxiapatita
y en la cromatografia de intercambio iénico.

"Modo de enlace” se refiere a una técnica de
separacién de la preparacién de anticuerpo, en la cual al
menos un anticuerpo contenido en la preparacién se enlaza a
una resina o soporte cromatogrifico, mientras que al menos un
contaminante o impureza fluye al travée. El modo de enlace
puede ser utilizado, por ejemple, en la cromatografia de
hidroxiapatita y en la cromatograffa de intercambio iénico.

B. Descripcisn del Mé&todo

La presente invencién proporciona los métodos para
remover agregados de alto peso molecular (HMWA) de las
preparaciones de anticuerpo utilizando la cromatograffa de
hidroxiapatita en el modo de enlace, en el modo de flujo de
lado a lado, o una combinacién de los mismos. La presente
invencién tiene aplicacién a la purificacién a gran escala de
las preparaciones de anticuerpo.

En el modo de enlace, el método utiliza un soporte
de hidroxiapatita cargado con fosfato a pH neutro, y baja
fuerza 16nica para enlazarse al anticuerpo y a HMWA. La

columna es luego lavada con un amortiguador de fosfato para

40)
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eliminar las impurezas enlazadas sueltamente. En seguida, el
anticuerpo es selectivamente eluido utilizando un amortiguador
de fosfato de alta fuerza ifnica que contiene 0.2 a 2.5 M de
cloruro de s8odio a pH ligeramente &cido a ligeramente
alcalino. HMWA es opcionalmente lavado subsecuentemente de la
resina utilizando un .amortiquador de mayor fuerza if6nica y de
mayor concentracién de fosfato, a pH neutro. Al final, 1la
resina es opcionalmente regenerada utilizando una solucién de
hidréxido de sodio y de fosfato de potasio.

En el modo de flujo de lado a lado, una preparacién
de anticuerpo es intercambiada con amortiguador, en un
amortiguador de carga que contiene cloruro de sodio 0.2 a 2.5
M, a pH ligeramente &cido a ligeramente alcalino. La
preparacién de anticuerpo se deja luego fluir a través de una
columna de hidroxiapatita, mientras que las impurezas tales
como HMWA se enlazan a la columna. La columna es de manera
opcional, subsecuentemente lavada para permitir que los
anticuerpos purificados adicionales fluyan a través de la
columna. Al final, la columna puede ser opcionalmente depurada
y luego regenerada utilizando una solucién de hidréxido de
godio y fosfato de potasio.

En el modo de enlace/flujo de lado a lado, en
combinacién, la preparacién de anticuerpos de deja fluir a
través de una columna de hidroxiapatita, con el monémero de

anticuerpo y el HMWA que se enlazan inicialmente. No obstante,

Us
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conforme continua la carga, el HMWA que entra es capaz de
enlazarse mis fuertemente que el monSmeroc del anticuerpo, y
por lo tanto desplaza al monSmero enlazado. En consecuencia,
el monémero desplazado fluye a través de la columma. La
columna es opcionalmente lavada subsecuentemente para permitir
gque los anticuerpos desplazados adicionales fluyan a través de
la columna. Al £final, la columna puede s8er opcionalmente
depurada con una solucién de alta concentracién de sal, de
alta concentracién de fosfato, y luego regenerada utilizando
una solucién de hidréxido de sodio y de fosfato de potasio.

En una realizacién de la invencién, el anticuerpo
purificado contiene menos de 5% de HMWA, en una modalidad,
menos de 3% de HMWA, y en otra modalidad, menos de 1% de HMWA.
1, Los anticuerpos

las preparaciones de anticuerpo de 1la invencién
pueden ser aisladas de un nimero de fuentes, incluyendo, pero
no limitadas a, sueroc de animales inmunizados, £fluido de
ascitis, sobrenadantes de hibridoma o de mieloma, medios
condicionados derivados del cultivo de una 1fnea celular
recombinante que expresa la molécula de anticuerpo, y de todos
los extractos celulares de las células productoras de
anticuerpo. En una realizacién de la invencién, son
purificados los anticuerpos provenientes de los mediocs de
cultivos celulares condicionados, de una variedad de lineas

celulares recombinantes productoras de anticuerpo. Aunque se

8
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puede esperar alguna variacién de linea celular a 1lfinea
celular y entre los diversos productos de anticuerpo, con base
en la descripcién de la presente, esti muy por dentro del
panorama de una persona de experiencia en la técnica, el
adaptar 1la invencién descrita en la presente, a una
combinacién particular de la proteina del anticuerpo y la
linea celular productora.

Para fines de ilustraciém finicamente, esta invencién
fue aplicada a la purificacién de varios anticuerpos del
isotipo IgG y plI b&sico. Mas especificamente, esta invencién
fue aplicada a los anticuerpos monoclonales contra GDF-8
descritas por 1la Solicitud de Patente Provisional de 1los
Estados Unidos No. 60/419,964 (de aqui en adelante ®Myo-29"),
los anticuerpos monoclonales especificos reactivos con el
antfgeno CD22 descritos en la BSolicitud de Patente de los
Estados Unidos No. 10/428,894 (de aqui en adelante “anti-
CD22”), y los anticuerpos monoclonales con el antfigeno Abeta
descritos por la Solicitud Intermacional No. PCT/US01/14687
(de aqui en adelante “anti-Abeta”). La construccién de loe
sistemas recombinantes para la produccién de Myo-29 y los
anticuerpos CD22 y Abeta son detallados en las solicitudes
anteriormente mencionadas.

2. La Resina de hidroxiapatita
Diversas resinas cromatogrdficas de hidroxiapatita

son disponibles comercialmente, y cualquier forma disponible
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del material puede ser utilizado en la practica de esta
invencién. En una realizacién de 1la invencién, la
hidroxiapatita estd en una forma cristalina. Las
hidroxiapatitas para el uso en esta invenci6n pueden Ber
aquellas que son aglomeradas para formar particulas y
Binterizadas a altas temperaturas en una masa de cerfmica
porosa estable.

El tamafio de particula de la hidroxiapatita puede ser

variada ampliamente, pero un tamafio de particula tipico estd en
un intervalo de 1 pm a 1,000 um de didmetro, y puede ser de 10
Hm a 100 pm. En una realizacién de la invencién, el tamafio de
particula es de 20 um. En otra realizacién mis de la invencién,
el tamafio de particula es de 40 um. En una realizacién mis de

la invencién, el tamafio de particula es de 80 pm.

Un nfimero de soportes cromatogridficos pueden ser
empleados en 1la preparacién de las columnas cHA, loe més
extensamente utilizados son hidroxiapatita del tipo I y tipo
II. El tipo I tiene una alta capacidad de enlace a las
proteinas, y mejor capacidad para protefnas &cidas. El tipo Il
no obstante, tiene una menor capacidad de enlace a las
proteinas, pero tiene mejor resolucién de los &cidos nucleicos
y de ciertas proteinas. El material tipo II también tiene una
muy baja afinidad para la albGmina, y es especialmente

adecuado para la purificacién de muchas especies y clases de
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inmunoglobulinas. La eleccifn de un tipo de hidroxiapatita
particular puede ser determinada por el experto en la técnica.

Esta invencién puede ser utilizada con la eleccibn
de hidroxiapatita que esti suelta, empaguetada en una columna,
o en un cromatégrafo anual continuo. En una realizacién de la
invencién, la resina de hidroxiapatita cermica es empaquetada
en una coclumna. La elecci6n de las dimensiones de la columna
puede ser determinada por la persona experta. En una
realizacién de la invencién, un difmetro de columna de al
menos 0.5 cm con una altura de lecho de aproximadamente 20 cm
puede ser utilizada para la purificacién a pequeiia escala. En
una realizacién adicional de la invencién, un difmetro de
columna de aproximadamente 35 cm a aproximadamente 60 cm puede
ser utilizado. En otra realizacién mis de la invencién, un
didmetro de columna de 60 cm a 85 cm puede ser utilizado. En
ciertas realizaciones de la invencién, una suspeneién de la
resina de hidroxiapatita cer&mica en solucién de NazHPO, 200 mM
a pH 9.0, puede ser utilizada para empaquetar la columna a una
velocidad de flujo constante de aproximadamente 4 cm/minuto o
con gravedad.
3. Composiciones Amortiguadoras y Condiciones de Carga

Antes de poner en contacto la resina de
hidroxiapatita con la preparacién de anticuerpo puede ser
necesario ajustar los paré&metros tales como el pH, la fuerza

iénica y la temperatura, y en algunos casos, la adicién de
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sustancias de diferentes tipos. De este modo, es un paso
opcional realizar un equilibrio de la matriz de hidroxiapatita
al lavarla con una solucién (por ejemplo, un amortiguador para
ajustar el pH, la fuerza idnica, etc., o para la introduccién
de un detergente) que lleva las caracteristicas necesarias
para la purific?cién de la preparacién de anticuerpo.

En la cromatograffia de hidroxiapatita en el modo en
combinacién de enlace/flujo de lado a lado, la matriz de
hidroxiapatita es equilibrada y lavada con una solucién, con
lo cual se 1llevan las caracterieticas necesarias para la
purificacién de la preparacién de anticuerpos. En una
realizacién de la invencién, la matriz puede ser equilibrada
utilizando una solucién que contiene de 0.01 a 2.0 M de
cloruro de sodio a pH ligeramente alcalino a ligeramente
Acido. Por ejemplo, el amortiguador de equilibrio puede
contener 1 a 20 mM de fosfato de sodio, en otra realizacifn
mis, é&ste puede contener 1 a 10 mM de fosfato de sodio, en
otra realizacidén miAs é&ste puede contener 2 a 5 mM de fosfato
de sodio, en otra realizacién mis éste puede contener foafato
de sodio 2 mM, y en otra realizacién mis é&ste puede contener
fosfato de sodic 5 mM. El amortiguador de equilibrio puede
contener 0.01 a 2.00 mM de cloruroc de socdio, en una modalidad,
0.025 a 0.5 M de cloruro de sodio, y en otra realizacién més,
cloruro de sodioc 0.05 M, en otra realizacién més, cloruro de

sodio 0.1 M. El pH del amortiguador de carga puede estar en el

v
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intervalo de 6.2 a 8.0. En una modalidad, el pH puede ser de
6.6 a 7.7, y en otra realizacidn mis, el pH puede ser de 7.3.
El amortiguador de equilibrio puede contener 0 a 200 mM de
arginina, en una realizacién mis, éste puede contener arginina
120 mM, y otra realizacién mis, é&ste puede contener arginina
100 mM. El amortiguador de equilibrio puede contener HEPES 0 a
200 mM, en otra realizacién mis, éste puede contener HEPES 20
Mm, y en otra realizacién mis, é&ste puede contener HEPES 100
Mm.

La preparacién de anticuerpo puede también ser
intercambiada con amortiguador en un amortiguador apropiado o
amortigquador de carga, en la preparacién para la cromatografia
de hidroxiapatita en el modo de flujo de lado a lado. En una
realizacién de la invencifén, la preparacién de anticuerpo
puede ser intercambiada con amortiguador en un amortiguador de
carga que contiene 0.2 a 2.5 M de cloruro de sodic a pH
ligeramente &cido a ligeramente alcalino. Por ejemplo, el
amortiguadores de carga puede contener 1 a 20 mM de foasfato de
sodio, en otra realizacién més, éste puede contener 2 a 8 mM
de fosfato de sodio, en otra realizacién mis, é&ste puede
contener 3 a 7 mM de fosfato de sodic, y en otra realizacién
mis, puede contener 5 mM de fosfato de sodio. El amortiguador
de carga puede contener 0.2 a 2.5 M de cloruro de sodio, en
una modalidad, 0.2 a 1.5 M de cloruro de sodio, en otra

modalidad, 0.3 a 1.0 M de clorurc de sodic, y en otra
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realizacién més, cloruro de eodioco 350 mM. El1 pH del
amortiguador de carga ptrlede egstar en el intervalo de 6.4 a
7.6. En una modalidad, el pH puede gser de 6.5 a 7.0, y en una
realizacién mis, el pH puede ser de 6.8.

El contacto de una preparacién de anticuerpo a la
resina de hidroxiapatita ya sea en el modo de enlace, en el
modo de flujo de lado a lado, ¢ combinaciones de los mismos,
puede Ber realizado en una columma de lecho empaquetado, una
columa de lecho fluidizado/expandido que contiene la matriz
de fase s6lida y/o en una operacién de lote simple, donde la
matriz de fase 86lida es mezclada con una solucién por un
cierto tiempo.

Después del contacto de la resina de hidroxiapatita
con la preparacién de anticuerpo, se realiza opcionalmente un
procedimiento de lavado. No obstante, en algunos cascs donde
la pureza muy alta de la inmunoglocbulina no es critica o no es
requerida anticuerpo adicional que fluye de lado a lado, el
procedimiento de lavado puede ser omitido, ahorrando un paso
del proceso, asfi como Bolucién de lavado. Los amortiguadores
de lavado empleados dependerfn de la naturaleza de la reaina
de  hidroxiapatita, del modo de la cromatografia de
hidroxiapatita que B8se emplea, y por 1lo tanto puede ser
determinado por una persona de experiencia ordinaria en la
técnica. En modo de flujo de lado a lado y en el modo en

combinacién de enlace/flujo de lado a lado, el flujo de lado a

St
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lado del anticuerpo purificado, obtenidos después de un lavado
opcional de 1la columna, puede ‘ser combinade con otras
fracciones del anticuerpo purificado.

En el modo de enlace, el anticuerpo puede ser eluido
de la columna después del procedimiento de lavado opcional.
Para la elucién del anticuerpo desde 1la columna, esta
invencién utiliza un amortiquador de fosfato de alta fuerza
iénica que contiene aproximadamente 0.2 a 2.5 M de cloruro de
sodio a un pH ligeramente &cido a ligeramente alcalino. Por
ejemplo, el amortiguador de elucién puede contener 1 a 20 M
de fosfato de sodio, en otra realizaci6én mis éste puede
contener 2 a 8 mM de fosfato de sodio, en otra realizacidén
mis, &éste puede contener 2 a 6 mM de fosfato de sodio, en otra
realizacién mis éste puede contener fosfato de sodio 3 mM, y
en otra realizacién méis éste puede contener fosfato de sodio 5
mM. El amortiguador de elucién puede contener 0.2 a 2.5 M de
cloruro de sodio, en una modalidad, 0.2 a 1.5 M de cloruro de
sodio, en una modalidad, 0.3 a 1.1 M de cloruro de sodio, en
otra realizacién 1.0 M de cloruro de sodio, y en otra
realizacién mée, 0.35 M de cloruro de sodio. El1 pH del
amortiguador de elucién puede estar en el intervalo de 6.4 a
7.6. En una modalidad, el pH puede ser de 6.5 a 7.3, en otra
realizacién més, el pH puede ser de 7.2, y en otra realizacibn
mis, el pH puede ser de 7.8. El amortiguador de elucién puede

ser alterado para la elucién del anticuerpo a partir de la

<3
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columna, en un gradiente continuo o gradual.

En el modo de enlace, en el modo de flujo de ;gdo a
lado, y combinaciones de los mismos, una matriz de fase sblida
puede ser opcionalmente lineal, por ejemplo, depurada y
regenerada, después de la elucién o el flujo de lado a lado
del anticuerpo. Este procedimiento es tipicamente realizado
regularmente para reducir al minimo 1la constitucién e
impurezas sobre la superficie de la fase 8s6lida y/o para
esterilizar la matriz, para evitar la contaminacién del
producto con microorganismos.

Los componentes amortiguadores pueden ser ajustados
de acuerdo al conocimiento de la persona de experiencia
ordinaria en la técnica. Los intervalos de la composicién del
amortiguador de muestra y los ejemplos para el modo de enlace,
el modo de flujo de lado a lado y las combinaciocnes de modo de
enlace/flujo de lado a lado son proporcionados en la tabla 1,
tabla 2 y tabla 3, respectivamente. No todos 1los
amortiguadores o pasos son necesarios, pero son proporcionados
para ilustracifn fGnicamente. Por ejemplo, puede no ser
necesario tener doe distintos pasos de equilibrio, y puede no
ser necesario depurar, regenerar o almacenar la resina de
hidroxiapatita. Una seleccién de alto rendimiento, como se
describe en el ejemplo 11, puede ser utilizado para optimizar
eficientemente las condiciones del amortiguador para la

cromatografia de columna cHA.
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Intervalos de la composicién de amortiguador

ejemplar para el modo de enlace

Amortiguador

Intervalo de la

composicién

Composicién(es)

ejemplar

Equilibrio 1

10 mM a 500 mM de fosfato
de sodio Cloruro de sodio 1.0
MpH64a74

Fosfato de sodio 0.3 M
Cloruro de sodio 1.0 M
pH 6.8

Equilibrio 2

1 mM a 20 mM de fosfato de
sodio 0 a 200 mM de cloruro
de sodiopH 6.4 a2 7.4

Fosfato de sodio 5.0 M
Cloruro de sodio 50 mM
pH 7.2

Lavado

1 mM a 20 mM de fosfato de
sodio 0 a 200 mM de cloruro
de sodiopH 6.4a7.4

Fosfato de sodio 5.0 M
Cloruro de sodio 50 mM
pH 7.2

1 Elucién

1 mM a 20 mM de fosfato de
sodio 0.2 a 2.5 M de cloruro
de sodio pH 6.4 2 7.6

Fosfato de sodio 5.0 M
Cloruro de sodio 350 mM pH
6.8;

o fosfato de sodio 3.0 mM
cloruro de sodio 1.0 M pH
7.2
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Depuracién 10 mM a 500 mM de fosfato | Fosfato de sodio 0.3 mM

de sodio Cloruro de sodio 1.0 | Cloruro de sodio 1.0 M pH

MpH6.4a74 6.8
Regeneracién 0.5 mM a 1.0 mM de fosfato | Fosfato de potasio 0.5 M

de potasio 1.0Mde NaOH |[NaOH1.0M
Almacenamiento 10 2 50 mM de NaOH NaOH 20 mM

Tabla 2. Intervalos de la composicién de amortiguadoxr

ejemplar para el modo de flujo de lado a lado

Amortiguador Intervalo de la|Composicién(es)
composicién ejamplar

Equilibrio 1 10 mM a 500 mM de fosfato | Fosfato de sodio 0.3 M
de sodio Cloruro de sodio 1.0 |Cloruro de sodio 1.0 M pH
MpH6.4a74 6.8

Equilibrio 2 1 a 20 mM de fosfato de|Fosfato de sodio 50 M
sodio 0.2 a 2.5 M de cloruro | Cloruro de sodio 350 mM pH
de sodio pH 6.4 2 7.6 68

Amortiguadordecarga |1 a 20 mM de fosfato de|Fosfato de sodio 5.0 M

sodio 0.2 a 2.5 M de cloruro
de sodiopH 6.4a 7.6

Cloruro de sodio 350 mM pH
6.8
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Lavado 1 a 20 mM de fosfato de}Fosfato de sodio 5.0 mM
sodio 0.2 a 2.5 M de cloruro | Cloruro de sodio 350 mM
de sodiopH 6.4 2 7.6 pH6.8

Depuracién 10 mM a 500 mM de fosfato | Fosfato de sodio 0.3 mM
de sodio Cloruro de sodio | Cloruro de sodio 1.0 M
1.0MpHG642a74 pH6.8

Regeneracién 0.5 mM a 1.0 mM de fosfato | Fosfato de potasio 0.5 M
de potasio NaOH 1.0 M NaOH 1.0 M

Almacenamiento 10 a 50 mM de NaOH NaOH 20 mM

Tabla 3. Intervalos de la composicién de amortiguador

ejemplar para el modo de combinacién de enlace/flujo de lado a

0.01 a 20 M de cloruro de
sodio 0 a 200 mM de arginina
0 a 200 mM de HEPES pH 6.2
2 8.0

lado
Amortiguador Intervalo de la|Composicién(es)
composicidn ejemplar
Equilibrio 1 10 mM a 500 mM de fosfato | Fosfato de sodio 0.3 M Cloruro de
de sodio Cloruro de sodio 1.0 {sodio 1.0 M pH 6.8
MpH64a74
Equilibrio 2 1 a 20 mM de fosfato de sodio { Fosfato de sodio 2.0 M Clorure de

sodio 50 mM, Arginina 100 mM
HEPES 100 mM, pH 7.3; 6 Fosfato
de sodio 5.0 mM Cloruro de sodio
100 mM, Arginina 120 mM, HEPES
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Lavado

1 mM a 20 mM de fosfato
de sodio 0.01 a 2.0 mM de
cloruro de sodio 0 a 200
mM de arginina 0 a 200
mM de HEPES pH 6.2 2 8.0

Fosfato de sodio 2.0 M

Cloruro de sodio 50 mM,
Arginina 100 mM HEPES 100
mM, pH 7.3; 6 Fosfato de aodio
5.0 mM Cloruro de sodio 100
mM, Arginina 120 mM, HEPES
20mM, pH 7.3

Depuracién

10 mM a 500 mM de
fosfato de sodio Cloruro de
sodio .0MpHG64a74

Fosfato de sodio 0.3 mM Cloruro
de sodio 1.0 M pH 6.8

Regeneracioén

05 mM a 1.0 mM de
fosfato de potasio NaOH
1L.OM

Fosfato de potasio 0.5 M NaOH
1.0M

Almacenamiento

10 2 50 mM de NaOH

NaOH 20 mM

En una realizacién de la invencibn,

la carga sobre

la resina cHA, por ejemplo, a un reto de carga de £ 20 mg/ml y

un nivel de agregado inicial en la carga de < 40% de HMWA. En

ciertas realizaciones de la invencién, un reto de carga de 1.8

5%
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a 10.4 mg/ml puede ser utilizadoc con un nivel de agregado
inicial en la carga de aproximadamente 15%.

En una realizacién adicional de 1la invencién, la
resina cHA es cargada a un reto de carga de al menos 20 mg/ml
y un nivel de agregado inicial en la carga de < 40 de HMWA. En
ciertas realizaciones de la invencién, un reto de carga de 30
a 40 mg/ml puede ser utilizado con un nivel de agregado
inicial en la carga de aproximadamente 27%.

4. Pasos Opcionales Adicionales

Aunque se ha descubierto que la cromatografia de
hidroxiapatita puede ser utilizada sola para separar la IgG
monomérica de los agregados, como se mencioné anteriormente,
el método de purificacién de la invencién puede ser utilizado
en combinacién con otras técnicas de purificacién de
protefinas. En una realizacién de la invencién, uno o més pasos
que preceden el paso de hidroxiapatita pueden ser deseables
para reducir el reto de carga de los contaminantes o las
impurezas. En otra realizacién mis de la invencién, uno o mis
pasos de purificacién después del pasc de hidroxiapatita
pueden ser deseables para eliminar contaminantes © impurezas
adicionales.

El procedimiento de purificacién de cHA descrito
puede ser opcionalmente combinado con otros pasos de
purificacién, incluyendo pero no limitados a, cromatograffa de

proteina A, cromatografia de afinidad, cromatografia de
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interaccién hidrofébica, cromatografia de afinidad de metal
inmovilizado, cromatografia de exclusién de tamafio,
dialfiltracién, ultrafiltracién, filtraciém de eliminacién
viral, y/o cromatografia de intercambio iénico.

En una modalidad, antes del paso de purificacién de
CHA, los medios de <cosecha pueden ser opcionalmente
inicialmente purificados mediante un paso de cromatografia de
proteina A. Por ejemplo, PROSEP-A™ (Millipore, Reino Unido),
que consiste de la protefna A covalentemente acoplada a vidrio
de poro controlado, puede ser (Gtilmente empleada. Otras
formulaciones de proteina A (Gtiles incluyen la protefna A
Sepharose FAST FLOWT™ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), la
proteina A TOYOPEARL'™ 650M (ToscHaas Co., Filadelfia, PA), y
las columnas MABSELECT™ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

Como un paso opcional previo a la purificacién de
CHA, puede s8ser empleada 1la cromatografia de intercambio
i6nico, A este respecto, varics sustituyentes anifnicos o
catidnicos pueden ser acoplados a las matrices, con el fin de
formar soportes anidnicos o catiénicos para la cromatografia.
Los sustituyentes de intercambio anifénico incluyen los grupos
dietilaminoetilc (DEAE), trimeilaminoetil-acrilamida (TMAE),
aminoetilo cuaternario (QAE) y amina cuaternaria (Q). Los
sustituyentes de intercambic catibénico incluyen 1los grupos
carboximetilo (CM), sulfoetilo (SE), sulfopropilo (SP),

fosfato (P) y sulfonato (8). Las resinas de intercambio iénico

e,
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celulbsicas tales como DE23, DE32, DES2, CM-23, CM-32 y CM-52
son disponibles de Whatman Ltd. Maidstone, Kent, Reino Unido.
los intercambiadores de iones basados en Sephadex vy
reticulados, son también conocidos. Por ejemplo, DEAE-, QAE-,
CM-, y SP-Sephadex, y DEAE-, Q-, CM- y S-Sepharcse, Yy
Sepharose son todos disponibles de Amersham Biosciences,
Piscataway, NL. Ademids, el copolimero de etilenglicol-
metacrilato derivatizado con DEAE y CM tales como TOYOPEARL™
DEAE-650S o M y TOYOPEARL™ CM-650S o M son disponibles de Toso
Haas Co., Filadelfia, PA.

En una realizacién de la invencién, la cromatografia
de intercambio iénico puede ser utilizada en el modo de enlace
o en modo de flujo de lado a lado.

En ciertas modalidades, el paso de cromatografia de
proteina A es conducido primeramente, el pasc de intercambio
aniénico es conducido en segundc lugar, y el paso de cHA es
conducido en tercer lugar.

5. Eliminacién de Impurexzas Adiclionales

Ademis de la eliminacién de HMWA, la cromatografia
de cHA ha mostrado que es Gtil en la eliminacién de otras
impurezas a partir de las separaciones de anticuerpos. Otras
impurezas que pueden ser eliminadas por los métodos de
cromatografia de cHA de la invencién incluyen, perc no estén
limitados a, ADN, proteina de células hospederas, virus

advenedizos, y contaminantes de proteina A provenientes de los

&/
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pasos de purificacién previos.

En una realizacién de la invencién, la invencién es
capaz de eliminar la proteina A de 1la preparacién de
anticuerpos. En ciertas realizaciones de esta invencién, la
cantidad de proteina A presente en la preparacién final puede
ser reducida significativamente, tal como de 300 ppm a menos
de 1 ppm.

c. Ejemplos

Los siguientes ejemplos son ofrecidos para fines
ilustrativos finicamente.

Ejemplo 1: Purificacién de un anticuerpo anti-GDF-8

El proceso de purificacién descrito mis adelante fue
desarrollado por wun anticuerpo monoclonal anti-GDF-8
(denominado en la presente como “Myo-297). El anticuerpo Myo-
29 es un anticuerpo subtipo IgGl y tiene un plI de
aproximadamente 8.1. El proceso de purificacién estuvo
comprendido de tres pasos cromatogrdficos (afinidad de
proteina A, intercambio aniénico, e hidroxiapatita), un paso
de inactivacién viral Y un paso de
ultrafiltracién/dialfiltracién para concentrar e intercambiar
el producto en un amortiguador final. Todos los pasos fueron
realizados de 18 a 25°C, excepto el paso de cromatografia de
proteina A el cual fue corrido de 2 a 8°C.

El proceso de purificacifn puede ser normalizado

para cualquier escala. Las velocidades de flujo lineales

b2
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listadas son independientes del difmetro de columna y de las
proporciones en carga son en masa por unidad de volumen. El
paso de cromatografia de proteina A puede ser sometido a
varios ciclos miltiples veces por lote para acomedar
cantidades variantes de titulo de cultivo celular o en
biorreactor de cosecha. Cada ciclo es conasiderado una
operacién unitaria separada y el combinado de elucifn es
mantenido para el siguiente paso. El paso de proteina A tiene
una capacidad de aproximadamente 35 gramos de Myo-29% por litro
de MabSelect. Ios pasos corriente abajo del proceso (por
ejemplo, cromatografia de intercambio anifnico y cromatografia
de hidroxiapatita cer@mica) son elevados de escala para
acomodar aproximadamente 15 gramos de Myo-29 por litro de
resina de intercambio aniénico y alrededor de 10 gramos de
Myo-29 por litro de resina de hidroxiapatita cer&mica.
1, Eliminacién de las C&lulas del Cultivo

El anticuerpo Myo-29 fue expresado en células de
ovario de Hamster Chino (CHO) y fue desarrollado en un tanque
biorreactor de 2500 litros con agitacién. Para cosechar el
fluido de cultivo, las células fueron removidas utilizando un
dispositivo de microfiltracién Prostak (Millipore, Billerica,
MA). El medio acondicionado clarificado (CCM) fue recolectado
para el primer paso cromatogrdfico, 1la cromatografia de
proteina A.

2, Paso de Purificacién de Cromatografia de Afinidad de

4>
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Proteina A

Una columna MabSelect de 17.7 1litros (30 cm de
didmetro x 25 cm de altura) de la resina de la proteina A
recombinante (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) fue
equilibrada con 5 volGmenes de columna de un amortiguador de
equilibrio (Tris 10 mM, c¢loruro de sodio 100 mM, pH 7.5). El
CCM fue aplicado a una columna de una velocidad de flujo de
2.5 cm/minuto y un reto de carga de 35 g de Myo-29 por litro
de resina. Después de la carga, de la coclumna, é&sta fue lavada
con 5 volGmenes de columma de un amortiguador de lavado de
alta concentracifm de sal (Tris 20 mM, cloruro de sodio 1.0 M,
pH 7.5), Y luego con 10 volimenes de columna de un
amortiguador de lavado de baja concentracitén de sal (Tris 10
mM, cloruro de sodioc 100 mM, pH 7.5). El Myo-29 fue eluido
mediante la aplicacién de 6 voliGmenes de columna de un
amortiguador de elucién {arginina 100 mM, cloruro de sodio 50
mM, pH 3.0). El combinado de elucién fue luego mantenido a pH
de 3.6 £ 0.5 por 1.5 + 0.5 horas como una medida profilédctica
para facilitar la inactivacién de los contaminantes de los
virus advenedizos potenciales. E1l combinado de elucién fue
luego neutralizado a pH 7.3 con amortiguador HEPES 2 M a pH
8.0, para prevenir la degradacién de las porciones l&biles al
dcido de Myo-29.

Los efluentes de la columna fueron monitorizados

mediante diversos parametros, incluyendo la inspeccién visual

64
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de la absorbancia de UV y los perfiles cromatogréficos de
conductividad, y la recuperacién del producto utilizando HPLC
de proteina A para el titulo de carga, y la absorbancia a 280
nm para la concentracién del combinado de elucién.

La columna fue depurada con clorhidrato de guanidina
6§ M y luego lavada con el amortiguador de lavado de depuracién
(Tris 10 mM, cloruro de sodioc 100 mM, pH 7.5). La columna fue
almacenada en etanol al 16%.
3. Pasc de Purificacién de la Cromatografia de Intercambic
Aniénico

El eluido de la columna de proteina A fue ademiis
purificado mediante cromatograffa de intercambio aniénico
sobre una columna de 75 litros (di&metro de 80 cm x 15 cm de
longitud) de resina Q SEPBAROSE FF (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ). La columna fue equilibrada con 5 volimenes de
columna de un primer amortiguador de equilibrio (HEPES 20 mM,
cloruro de sodio 100 mM, pH 7.3) y luego con 5 volimenes de
columna de un segundo amortigquador de equilibrio (arginina 100
mM, cloruro de sodio 50 mM, HEPES 100 mM, pH 7.3). El eluido
de la columna de proteina A fue aplicado a 1la columna
equilibrada a una velocidad de flujo de 2.5 cm/minuto y a una
proporcién de carga de 15 gramos de Myo-29 por litro de
regina. Después de la carga, la resina fue lavada con 5
volGmenes del segundo amortiguador de equilibrio. El flujo de

lado a lado de la columna de intercambio anifnico fue

6s
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recolectado.

El flujo de lado a lado de la columna, recolectado,
fue monitorizade mediante diversos parf&metroe, incluyendo la
ingpeccién visual de la absorbancia de UV y los perfiles
cromatogrdficos de conductividad, y 1la recuperacién del
producto utilizando absorbancia a 280 nm.

Ia columna de intercambio anifnico fue depurada con
amortiguador de depuraci6n (HEPES 20 mM, cloruro de sodio 1 M,
pH 7.3} y regenerada con el amortiguador de regeneracidn (NaOH
500 mM, cloruro de sodio 1 M, pH 13.3). La columna fue
almacenada en hidréxido de sodio 0.01 M.

4. Filtracién de Retencién de Virus

El objetivo de este pasoc opcional fue la eliminacién
de las particulas similares a los retrovirus que pueden estar
presentes en el cultivo de células CHO, Yy proporcionar
seguridad adicional a través de la eliminacién de los
potenciales contaminantes de virus advenedizos. El flujo de
lado a lado de la columna de intercambio aniénico fue
recolectado y pasado a través de un filtro de uso simple
Planova de 35 nm (Asahi-Kasei Corp., Nueva York, NY). El
producto remanente en el mSdulo fue recuperado al hacer pasar
amortigquador de lavado de la columna de intercambio aniénico
(Arginina 100 mM, cloruro de sodio 50 mM, HEPES 100 mM, pH
7.3) a través del dispositivo.

La recuperacién del preducto después de 1la

b6
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filtracién de retencién del virus fue evaluada mediante
absorbancia a 280 nm y anilisis de SDS-PAGE del combinado de
Planova en comparacién con 1loa datos de funcionamiento
histérico.
5. Paso de Purificacién de Cromatografia cHA

La B8olucién filtrada wviral fue adicionalmente
purificada con una columna de hidroxiapatita (60 cm x 20 cm)
empaquetada con la resina tipo II cHA, tamafio de particula 40
uM (BioRad, Hercules, CA). La columa fue equilibrada con 3
volimenes de columna del amortiguador de equilibrio 1 (fosfato
de sodio 0.3 M, cloruroc de sodio 1.0 M, pH 6.8). Un segundo
paso de equilibrio fue conducido con 4 voliimenes de columna
del amortiguador de equilibrio 2 (fosfato de sodio 5 mM,
cloruro de sodio 50 mM, pH 7.2). El medio parcialmente
purificado fue cargado sobre la resina en un amortiguador de
carga 1l:1 {v/v) (foefato de sodio 10 mM, pH 7.2) y a una
velocidad de flujo de 2.5 cm/minuto. La columna cHA fue lavada
con 3 volGmenes de columna de un amortiquador de lavado
(fosfato de sodio 5 mM, cloruro de sodio 50 mM, pH 7.2). El
anticuerpo Myo-29 fue eluido de la resina cHA utilizando 6
volGmenes de columna de un amortiguador de eluciédn (fosfato de
sodio 5 mM, cloruro de sodio 350 mM, pH 6.8).

El paso de purificacién de cHA fue monitorizado
mediante inspeccifn visual de la absorbancia de UV y los

perfiles cromatogrdficos de conductividad, la recuperacién del
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producto mediante observancia a 280 nm, eliminaci6n de HMWA
como se determiné mediante el’ andlisis de cromatografia de
exclusién de tamafio (SEC), y eliminacién de la proteina A,
como se determiné mediante un ensayo inmunosorbente ligado a
enzimas (ELISA), competitivo.

La columna cHA fue depurada con el amortigquador de
depuracién (fosfato de sodio 0.3 M, cloruro de sodio 1.0 M, pH
6.8) y regenerado con el amortiguador de regeneracién (fosfato
de potasio 0.5 M, NaOH 1.0 mM, pH 13.3). La columna fue
almacenada en NaOH 0.02 M. La tabla 4 demuestra gque la
cromatografia de cHA elimina efectivamente las impurezas de
HMWA de 1las preparacionese de anticuerpo. Ademés, la
cromatografia de cHA es capaz de eliminar otras impurezas,
tales como proteina A.

Tabla 4. despejo de HEMWA y rendimientos del mondSmero de

anticuerpo
Muestra % de carga % pico de Carga de Pico de
de HMWA HMWA ProA (ppm) ProA
1 14.6 1.0 17 BLOQ*
2 16.4 0.7 20 BLOQ
3 15.1 1.6 23 BLOQ
4 16.0 0.9 13 BLOQ

*BLOQ = Por debajo del limite de cuantificacién de 1 ng/ml.
6. Ultrafiltracién/Diafiltracién y Filtracién Final
El combinado de elucifn cHA se hizo pasar a través de

un sistema de ultrafiltracién de flujo tangencial utilizando
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casetes PLCTK Pellicon 2 (Millipore, Billerica, MA) compuestos
de una membrana de celulosa regenerada compuesta, con un limite
de peso molecular nominal de 30,000. Los ocbjetivos de este paso
fueron concentrar e intercambiar con amortiguador el combinado
del producto CHA en el amortiguador de formulacién. El
combinado de producto cHA fue picado con una solucién de
sucrosa al 50% (p/v) para llevar la concentracién de la sucrosa
hasta el 2%. El1 anticuerpo Myo-29 fue concentrado a
aproximadamente 20 gL™, luego diafiltrado con aproximadamente 2
9 voliimenes de lavado del amortiguador de la formulacién (L-
histidina 0.01 M, 2% de sucrosa, pH 6.0). Después de 1la
terminacién de la diafiltracién, el producto fue adicionalmente
concentrado hasta aproximadamente 60 gL, y recuperado del
aparato mediante drenado por gravedad y un soplado con aire,
sequido por inundacién de los canalee del retenido, con el
amortiguador de la formulacién. El objetivo de concentracién
del Myo-29 en la sustancia medicinal es 2 35 g/L.

La sustancia medicinal Myo-29 fue finalmente
filtrada a través de un filtro de 0.22 micrSmetros,
equilibrada con amortiguador de formulaci6n (L-histidina 0.01
M, 2% de sucrosa, pH 6.0), repartidas en alicuotas en
botellas, y luego almacenada a -80°C.

Ejemplo 2: Purificacién de cHA de una Preparacién de

Anticuerpo Anti-GDF-8 Utilizando la Resina Tipo I

of
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El anticuerpo Myo-29 fue también exitosamente’
purificado utilizando la resina cHA tipo I, con tamafio de
particula de 40 pM, empaquetada en una columa de 3.1 litro.
La columna fue equilibrada con 3 wvoldimenes de columa del
amortiguador de equilibrio 1 (fosfatoc de sodio 0.3 M, cloruro
de sgodio 1.0 M, pH 6.8). Se condujo un segundo paso de
equilibrio con 4 volGmenes de columna del amortiguador de
equilibrio 2 (fosfato de sodic 5 mM, cloruro de sodio 50 mM,
pH 7.2). El medio parcialmente purificado proveniente de un
paso de purificacién de intercambio anibénico fue cargado scbre
la resina a un reto de carga de 35 mg/ml y a una velocidad de
flujo de 1.5 cm/minuto. La columna cHA fue lavada con 3
volGmenes de columna en un amortiguador de lavado (fosfato de
sodio 5 mM, cloruro de sodio 50 mM, pH 7.2). El anticuerpo
Myo-29 fue eluido de la resina cHA utilizando 6 volGmenes de
columna de un amortiguador de elucién (fosfato de sodio 3 mM,
clorurc de sodio 1.0 M, pH 7.2).

La columna cHA fue depurada con el amortiguador de
depuracién (fosfato de sodio 0.3 M, cloruro de sodio 1.0 M, pH
6.8) y regenerada con el amortiguador de regeneracién (fosfato
de sodio 0.5 M, NaOH 1.0 M, pH 13.3). La columa fue
almacenada en hidréxido de sodio 0.02 M.

El paso de purificacién de cHA fue monitorizado
mediante inspecci6én visual de la absorbancia de UV y los

perfiles cromatogrdficos de conductividad, la recuperacién del
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producto mediante absorbancia a 280 nm, la eliminacién de HMWA
como se determind mediante anflisis de cromatografia de
exclusifn de tamafio (SEC), y eliminacién de proteina A como se
determiné por un ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA)
competitivo. Como se muestra en la tabla 5, la purificacién de
cHA utilizando la resina tipo I fue capaz de disminuir el
porcentaje de HMWA desde 27% hasta 0.59% en el primer ciclo, y
disminuir ademfis el porcentaje de HMWA hasta 0.6% en el
segundo ciclo. Ademis, la resina de tipo I acomodd un reto de
mis alta carga que aquel de la resina tipo II, mientras que
todavia produce suficientemente rendimiento de monSmero.
Finalmente, la purificacién de cHA utilizando la resina tipo I
es capaz de disminuir la cantidad de impureza de proteina A.

Tabla 5. Despejo de HMWA y rendimientos del monémero de

anticuerpo utilizando la resina tipo I

Muestra ¥ de HMWA % de Proteina A
Rendimiento (ppm)
del monémero

Carga cHA 27.0 N/A 169
Pico cHA (ciclo #1) 0.9 86.6 BLOQ*
Pico cHA (ciclo #2) 0.9 B86.6 BLOQ

*HI{X) = FOr debajo del limite de cuantiricacion de L ng/ml.
Ejemplo 3:Purificacién de cHA de una Preparaciém de Anticuerpo

Anti-CD22 y una Preparacifn de Anticuerpo Anti-Abeta Utilizando

7/
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El proceso de purificacién de cHA descrito en el

ejemplo 2 fue también capaz de eliminar suficientemente HMWA a

partir de una preparaci6n del anticuerpo anti-CD22 y de un

anticuerpo anti-Abeta. El proceso utilizado fue similar a aquel

descrito en el ejemplo 2, con la excepcitn de que el monSmero

de anticuerpo purificado fue eluido en gradiente en 15

volGmenes de columna del amortiguador de elucién (foesfato de

sodio 3 mM, cloruro de sodio 1.5 M, pH 7.2).

Como se demuestra en la tabla 6,

la purificacién de

cHA utilizando la resina tipo I fue capaz de disminuir HMWA en

la preparacién de anticuerpo anti-CD22 hasta 0.5%,

y en la

preparacién de anticuerpo anti-Abeta por debajo del limite de

detecciébn. Ademés,

el paso de purificacién de cHA fue capaz de

eliminar los contaminantes de proteina A de la preparacién de

anticuerpo.

Tabla 6.

Despejo de HMWA y Rendimiento del MonSmero de

anticuerpo utilizando la Resina tipo I en la Purificacién de

Preparaciones de Anticuerpo anti-CD22 y anti-Abeta

Muestra % de HMWA | ¥ de Rendimiento | Proteina A
' del monémero (ppm)
Carga de anti-CD22 3.7 N/A 30
Pico de anti-CD22 0.5 87 BLOQ*
Carga de anti-Abeta 1.87 N/A 40
Pico de anti-Abeta 0.0 89 BLOQ

*BLOQ = Por debajo del limite de cuantificacién de 1 ng/ml.



43

Ejemplo 4: Purificacién de cHA en el Modo de Fluj Lado a
Lado de un Anticuerpo Anti-GDF-8

El anticuerpo Myo-29 fue también exitosamente
purificado utilizando un protocolo de purificacién de cHA en
el modo de flujo de lado a lado. Una columna Vantage de 1.6 x
20 cm (Millipore, Billerica, MA) fue empaquetada en el fosfato
dibéesico de sodio 200 mM, pH 9.0 utilizando la hidroxiapatita
cerdmica tipo II Macro-Prep, con resina de tamafio de particula
de 40 um (BioRad, Hercules, CA)}. La columna fue equilibrada
con 3 volfimenes de columna de amortiguador de equilibrio 1
(fosfato de sodio 300 mM, cloruro de sodio 1.0 M, pH 6.8) y 3
volimenes de columna de amortiguador de equilibrio 2 {cloruro
de sodio 350 mM, fosfato de sodio 5 mM, pH 6.8). La
preparacién del anticuerpo Myo-29 fue intercambiado con
amortiguador en un amortiguador de carga de contenia cloruro
de sodio 350 mM, fosfato de sodio 5 mM, pH 6.8 y luego cargada
scbre la columna cHA. La columna fue lavada con amortiguador
de lavado (cloruro de sodio 350 mM, fosfato de sodio 5§ mM, pH
6.8) y depurada con el amortiquador de depuracién (fosfato de
sodio 300 mM, cloruro de sodio 1.0 M, pH 6.8) y luego
regenerada con el amortiguador de regeneracién (fosfato de
potasio 500 mM, NaOH 1.0 M, pH 13.3). Todas las velocidades de
flujo fueron mantenidas a 2.5 a 3 cm/minuto. Los efluentes de
colurma fueron analizades mediante SEC-HPLC utilizando wun

sistema de HPLC.
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Un resumen de 1la recuperacién de Myo-29 y la
eliminacién del HMWA a partir de la preparacién de anticuerpo

se presenta en la tabla 7., La preparacién contenia

inicialmente 14.4% de HMWA (carga), que se redujo a 0.2% de

HMWA (flujo de 1lado a 1lado), utilizando el método de

purificacién de cHA de la invencién.

Tabla 7: Recuperacién de Myo-29 y eliminacién de HMWA
Muestra % de recuperacién % de HMWA en la
de Myo-29 muestra
Carga N/A 14.4
Flujo de lado a 79.6 0.2
lado
Lavado 12.2 1.9
Post-lavado 1.5 5.6
Depuracién 10.3 84.3
Ejemplo 5: Purificacién de cHA en el Modo de Flujo de Lado

2 Lado de un Anticuerpo Anti-GDF-8 Utilizando la Resina Tipo I
Una columa Vantage de 1.1 x 21 cm (Millipore,
Billerica, MA) fue empaquetada en fosfato dibdsico de sodio 200

mM, pH 9.0 utilizando la hidroxiapatita cerdmica tipo I Macro-
Prep, resina de tamafio de particula de 40 um (BioRad, Hercules,
CA). La columna fue equilibrada con 3 vol(imenes de columna del
amortiguador de equilibrio 1 (fosfato de sodio 300 mM, cloruro
pH 6.8)

amortiguador de equilibrio 2 (cloruro de sodio 1.0 M, fosfato

de sodio 1.0 M, Yy 3 wvolGmenes de columa del

de sodio 3 mM, pH 7.2). La preparacién del anticuerpo Myo-29

24
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fue intercambiada con amortiguador en un amortiguador de carga
que contenia cloruro de sodio 1.0 M, fosfato de sodio 3 mM, pH
7.2 y luego cargada sobre la columna cHA a un reto de carga de
26 mg/ml. La columa fue lavada con amortiguador de lavado
(cloruro de sodic 1.0 M, fosfato de sodio 3 mM, pE 7.2),
depurada con amortiguador de depuracién (fosfato de sodio 300
mM, cloruro de sodio 1.0 M, pH 6.8) y luego regenerada con 5
volGmenes de columna del amortiguador de regeneracién (fosfato
de sodioc 500 mM, NaCH 1.0 M, pH 13.3). Las velocidades de flujo
fueron mantenidas a menocs de 90 cm/hora para la carga y el
lavado, y menos de 240 cm/hora para el resto del proceso de
purificacién. Los eluyentes de columna fueron analizados
mediante SEC-HPLC utilizando un sistema de HPLC.

La preparacién del anticuerpo contenia inicialmente
27.2% de HMWA (carga), que fue reducida 6.1% de HMWA (flujo de
lado a lado). Ademds, 1la recuperacién del monSmero de
anticuerpo fue de 72%.
Ejemplo 613 Purificacién de cHA de una Preparacién de
Anticuerpo Anti-CD22

La purificacién de cromatografia de ceréimica HA
mostré también que es {(itil en la purificacién de una
preparacién de anticuerpo anti-CD22. Una columna Vantage de
1.6 x 20 cm (Millipore, Billerica, MA) fue empaquetada en
fogfato dib&sico de sodio 200 mM, a pH 9.0 utilizando 1la

hidroxiapatita ceramica tipo II Macro-Prep, resina de tamafio
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de particula de 40 um (BioRad, Hercules, CA). La columna fue
equilibrada con 3 vollimenee de columna de amortiguador de
equilibrio 1 (fosfato de sodio 300 mM, cloruro de sodio 1.0 M,
pPH 6.8) y 3 volGmenes de columna de amortiguador de equilibrio
2 (cloruro de sodio 50 mM, fosfato de sodio 5 mM, pH 6.8). Una
preparacién del anticuerpo anti-CD22 fue intercambiada con
amortiguador en cloruro de sodio 50 mM, fosfato de sodio 5 mM,
pPH 6.8 y luego cargada sobre la columria cHA. La columna fue
lavada con 3 volimenes de columna de amortiguador de lavado
(cloruro de sodio 50 mM, fosfato de sodio 5 mM, pH 6.8) y
luego eluida en gradiente con fosfato de sodio 5 mM, cloruro
de sodio 1.0 M, pH 6.8 en 15 vollmenes de columna. La columna
fue depurada con el amortiguador de depuracién (fosfato de
sodio 300 mM, cloruro de sodio 1.0 M, pH 6.8) y luego
regenerada con el amortiquador de regeneracién (fosfato de
sodio 500 mM, NaOH 1.0 M). Todas las velocidades de flujo
fueron mantenidas a 2.5 a 3 cm/minuto. Los efluentes de la
columna fueron analizados mediante SEC-HPLC utilizando un
sistema de HPLC.

Como se muestra en la figura 3, la purificacién de
cHA fue exitosa en la eliminacién de HMWA de la preparacién
del anticuerpo anti-CD22. El porcentaje de HMWA en la carga
fue de 1.7%, mientras que el porcentaje de HMWA en el eluido
de cHA fue de 0.0%.

Ejemplo 7: Purificacién de cHA de un Anticuerpo Anti-Abeta
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La purificacién por cromatografia de cer&mica HA
mostrd también que es Gtil en 1la purificaci6én de wuna
preparacién de anticuerpo anti-Abeta. Una columa Vantage de
1.6 x 20 cm (Millipore) fue empaquetada en fosfato dibésico de
sodico 200 mM a pH 9.0, utilizando la hidroxiapatita cer&mica
tipo II Macro-Prep, resina de tamafic de particula de 40 pm
(BioRad, Hercules, CA). La columna fue equilibrada con 3
volGimenes de columa del amortiguador de equilibrio 1 (fosfato
de sodio 300 mM, cloruro de sodio 1.0 M, pH 6.8) y 5 volimenes
de columna de amortiguador de equilibrio 2 (cloruro de sodio 50
mM, fosfato de sodio 5 mM, pH 6.8). Una preparacién del
anticuerpo anti-Abeta fue intercambiada con amortiguador en
¢loruro de sodio 50 mM, fosfato de sodio 5 mM, pH 6.8 y luego
cargada sobre la columna. La columna fue lavada con 5 volimenes
de columna de amortiguador de lavade {(cloruro de sodio 50 mM,
fosfato de sodio 5 mM, pH 6.8) y luego eluida en gradiente con
foafato de sodio 5 mM, cloruro de godic 1.0 M, pH 6.8 en 15
volGmenes de columa. La c¢olumma fue depurada con el
amortiguador de depuracién (fosfato de sodio 300 mM, cloruro de
sodio 1.0 M, pH 6.8) y luego regenerada con el amortiguador de
regeneracién (fosfato de potasio 500 mM, hidréxido de sodio 1.0
M). Todas las velocidades de flujo son mantenidas a 2.5 a 3
cm/minuto. Loa efluentes de 1la columna fueron analizados
mediante SEC-HPLC utilizando un sistema de HPLC.

Como Be muestra en la figura 4, la purificacién de
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cHA fue exitosa en eliminar HMWA de la preparacién del
anticuerpo anti-Abeta. El porcentaje de HMWA en la carga fue
de 2.6%, mientras que el porcentaje de HMWA en el eluido de
cHA fue de 0.0%.
Ejemplo 8: Evaluacién de la Actividad del Anticuerpgo Myo-
20 Purificado

El anticuerpo anti-GDF-8 purificado de acuerdo al
método descrito en el ejemplo 1, Myo-29, fue evaluado para la
actividad de enlace utilizando un ensayo inmunosorbente ligado
a enzima (ELISA), competitivo. La ELISA competitiva puede ser
adaptada para probar 1la actividad de enlace de otros
anticuerpos purificados. Ver por ejemplo, Antibodies: A
Laboratory Manual, Harlow y Land (eds.) 1988, Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Un receptor de
GDF-8, ActRIIB.Fc (2 pug/ml), fue adsorbido scbre una placa de

microtitulacién de 96 pozos en un volumen de 100 pl/pozo. La
placa fue luego incubada de 2 a 8°C toda la noche. La placa fue
lavada dos veces con amortigquador de lavado (Tris-HCl S0 mM, pH
8.0, 0.05% de Tween 20) y blogqueada con una solucién al 4% de
albimina sérica bovina (BSA) para reducir al minimo el enlace
no especifico. La placa fue incubada a temperatura ambiente por
1.5 a 3.0 horas y lavada dos vecee con el amortiguador de
lavado (Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, 0.05% de Tween 20).

El estandar de referencia del anticuerpo Myo-29 fue

diluido en serie 4 veces en el diluyente de ensayo (0.5% de

1
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BSA, cloruro de sodioc 137 mM, cloruro de potasio 2.7 mM),
dando como resultado un total de 8 puntos estdndares. Las
muestras de prueba contenian lae fracciones del anticuerpo
Myo-29 purificadas mediante un paso de cromatograffia de
proteina A, asi como las fracciones purificadas después de un
paso adicional de purificacién de cHA. Estas muestras de
prueba fueron también diluidas en serie dos veces en diluyente
de ensayo para dar como resultado 8 puntos que cafan dentro
del intervalo de la curva esténdar. Los esténdares y las
muestras de prueba fueron agregados a los pozoas de ensayo
apropiados a 50 ul/pozo. El1 competidor biotinilado, GDF-8
marcado con biotina (50 ng/ml)}) fue luego agregado a cada pozo
a 50 pl/pozo. La placa fue incubada toda la noche sobre un
agitador de placa a temperatura ambiente.

La placa fue lavada cuatro veces con el amortigquador
de lavado (Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, 0.05% de Tween 20) y el
GDF-8 marcado con biotina, enlazado fue detectado con la
adicién de 100 ul/pozo de pérox:i.daaa de r&bano conjugada a la
estreptavidina (1:5,000; Southern Biotech, Birmingham,
Alabama). La placa fue incubada de 50 a 70 minutos sobre el
agitador de placa a temperatura ambiente, y luego revelada
mediante la adicién de 100 pl/pozo de 3,3',5,5’'-
tetrametilbencidina (BioFX, Owings, Mills, MD). La absorbancia
para cada pozo es determinada a 450 nm con un lector de placas

de ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La cantidad de
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Myo-29 activo en la muestra de prueba es indirectamente
proporcional a la sefial generada en el ensayo. La reaccién fue
detenida mediante la adicién de 100 pl/pozo de HaSO, 0.18 M.

Una concentracién de Myo-29 capaz de enlazarse a las
muestras de prueba de GDF-8 biotiniladas se interpold a partir
de la curva estdndar que habia sido ajustada utilizando una
ecuaclién logistica de 4 pardmetros. El valor de biocactividad
(¥ de proteina activa) de una muestra de prueba fue luego
computado al dividir la concentracién de la proteina activa
(determinada por ELISA) entre la concentracién de proteina
total (determinada por Azep) y multiplicando esa proporcién por
100. Si la misma muestra fue purificada en lotes separados,
fueron calculados promedios del valeor de bicactividad. Los
valores de bioactividad son reportados en la tabla 8.

Tabla 8: Actividad de Enlace del Anticuerpo Anti-GDF-8 (% de

Proteina Actiwva)

Muestra Purificacién Post- | Purificacién Post-
proteina A cHA
1 88 108
2 86 104
3 94 108

Como se demuestra en la tabla 8, Myo-29 conserva su
habilidad para enlazarse a GDF-8 después de ser purificado
mediante el proceso descrito en el ejemplo 1. La actividad de

enlace del Myo-29 purificado que es algo menor en laceraciones
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pico del eluyente a partir de la purificacién de proteina A.
No obstante, la actividad de enlace excede el anticuerpo de
referencia Myo-29 después de un paso de purificacién adicional
de cHA como Be describe en el ejemplo 1.
Ejemplo 9: Purificacién de cHA en el Modo de Combinacién
de Enlace/Flujo de Lado a Lado, de un Anticuerpo Anti-GDF-8

La purificacién por cromatografia de HA cerdmica en
un modo en combinacién de enlace/flujo de lado a lado, mostré
también que es (til en la purificacifn de una preparacién de
anticuerpo anti-GDF-8. El experimento detallado mis adelante
fue corrido sobre un sistema de FPLC AKTA (General Electric).
Una columna Vantage de 1.1 x 21 cm (Millipore) fue empaquetada
en fosfato dib&sico de sodio 200 mM a pH 9.0, utilizando la
hidroxiapatita ceramica tipo II Macro-Prep, resina con tamaiio
de particula de 40 pm (BioRad, Hercules, CA}. La columa fue
equilibrada con 3 volimenes de columna del amortiguador de
equilibrio 1 (fosfato de sodio 300 mM, cloruro de scdio 1.0 M,
pH 6.8) y 5 volimenes de columma del amortiguador de
equilibrio 2 (cloruro de sodio 50 mM, fosfato de sodio 2.0 mM,
arginina 100 mM, HEPES 100 mM, pH 7.3). Una preparacién de
anticuerpo anti-GDF-8 fue cargada sobre la columna con un reto
de carga de 20 mg/ml. La columna fue 1lavada con el
amortiguador de equilibrio 2, depurada con el amortiguador de
depuracién (fosfato de sodio 300 mM, cloruro de sodio 1.0 M,

PH 6.8), Yy luego regenerada con el amortigquador de

5
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regeneracién (fosfato de potasio 500 mM, hidréxido de sodio
1.0 M, pH 13.3). La velocidad de flujo para la carga y el
lavado fue de 1.5 cm/minuto. Las velocidades de flujo para el
resto del procesc de purificaciétn fueron mantenidas a 2.5 a
3.0 cm/minuto. Los efluentes de la columna fueron analizados
mediante SEC-HPLC utilizando un sistema de HPLC.

Los resultados demostraron que la operacién de la
resina ¢HA tipo II en el modo de combinacién de enlace/flujo
de lado a lado, es efectivo para eliminar HMWRA de las
preparacionee de anticuerpo. La preparacién inicialmente
contenia 27% de HMWA (carga), que fue reducida a 1.1% de HMWA
(flujo de lado a lado) utilizando el mé&todo de purificacién de
cHA de la invencifn.

Ejemplo 10: Combinacién de ¢HA en el Modo en Combinacién de
Enlace/Plujo de Lado a Lado de un Anticuerpo Anti-GDF-8
Utilizando la Resina Tipo I

Se repitié el procedimiento descrito en el ejemplo
9, utilizando la resina cHA tipo I en lugar de la resina cHA
Eipo IXI. Las condiciones del amortiguador fueron idénticas a
aquellas utilizadas en el ejemplo 9, con la excepcifn del
amortiguador de equilibrio 2, que estuvo compuesto de fosfato
de sodio 5.0 mM, cloruro de sodio 100 mM, arginina 120 mM,
HEPES 20 mM, a un pH de 7.3.

Como Be muestra en la tabla 9, la operacién de la

resina c¢cHA tipo I en el modo en combinacién de enlace/flujo de

ye
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lado a 1lado es efectiva para eliminar HMWA de las
preparaciones de anticuerpo mientras que se mantienen los
rendimientos del monSmero de anticuerpo. Ademis, el modo de
combinacién de enlace/flujo de lado a lado es efectivo para
eliminar las impurezas de la proteina A. Finalmente, la resina
CcHA tipo I permitié un resto de carga incrementada de 55

mg/ml.

Tabla 9: Despejo de HMWA y rendimientos de monémero de

anticuerpo a partir de la resina cHA tipo I operada en el modo

en combinacién de enlace/flujo de lado a lado

Muestra % de HMWA % de Proteina A
rendimiento (ppm)
del
monémero

Corrida Carga 27.0 NA 236

1l Pico 0.9 75 3.3
Corrida Carga 27.2 NA --

2 Pico 0.7 76 --

Ejemplo 11: Beleccidén de Alto Rendimiento de las
Condiciones de Amortiguador de cHA

Una seleccién de alto rendimiento fue realizada para
optimizar las condiciones de amortigquador utilizadas para
purificar una preparaciédn del anticuerpo Myo-029 utilizando
una resina cHA tipo I. La seleccién varidé los niveles de
fosfato de sodio, cloruro de sodio, arginina y Myo-029 sobre

la resina cHA tipo I y examiné el grado de enlace de Myo-029 y
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el agregado de alto peso molecular (HMWA} a la resina.

50 pl de la resina cHA tipo I fueron agregados a
cada pozo de una placa de filtro de 96 pozos. Cada pozo,
marcado Al, A2.Hl1ll, Hl12 en las tablas 10-12, fue equilibrado
en el amortiguador de equilibrio constituido de HEPES 20 mM,
PH 7.2 y una combinacifn Gnica de fosfato (tabla 10), cloruro
de sodio (tabla 11), y arginina (tabla 12).

Tabla 10: Niveles de fosfato en cada pozo

B (lmM|1lmM | 1M | 6M | 5mM | 4mM | 1mM | 1M | 1M | 3mM | 2mM | 1M
c |imM|1mM | 1mM | 6mM | SM | 4M | ImM | 1M | 1mM | 3mM | 2mM | 1mM
p (imM|{1mM | 1loM | 6eM} 5SmM | 4mM | 1mM | 1mM | 1mM | 3mM | 2mM | 1mM
E |2nM | 3M | 4mM | BmM | LOmM | 16mM | 2mM | 3mM | 4mM | SmM | 6mM | 8BmM

F |2eM | 3mM | 4mM | BrM | 10mM | 16mM | 2mM | 3mM | 4mM | S5SmM | 6mM | 8mM

G |2mM | 3M | 4mM | 8mM | 10mM | 16mM | 2M | 3mM | 4mM | SmM | 6mM | 8mM

H|2oM|3mM | 4mM | 8M | 10mM | 16mM | 2mM | 3mM | 4mM | SmM | 6mM | 8mM

Tabla 11: Niveles de cloruro de sodio en cada pozo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 25 | 25 | 25 | 25 25 25 | 750 | 625 | 500 | 500 | 400 | 300
M msM( 0 M PM[ DM WM 0 M| M | mM | mM | mM | mM
B 25 | 25 | 25 | 25 25 25 | 750 | 625 | 500 | 500 | 400 | 300
ctMm s M{ipM| nsM{ M mM | mM | mM oM | mM | mM | mM
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50 100 | 200 50 100 | 200 | 1250 | 1750 | 2500 | 600 | 800 | 1000
mmMm MM/ M| M | oM O M| oM | oM | mM | mM | mM
50 | 100 [ 200 [ 50 | 100 | 200 | 1250 | 1750 | 2500 | 600 | 800 | 1000
M n M oM/ oM oM [l oM | oM | oM | oM | mM | mM | mM
25 25 25 25 25 25 | 750 | 625 | 500 | 500 | 400 | 300
M mM M| M| oM | oM | oM | oM [ mM | mM | mM | mM
25 25 25 25 25 25 750 | 625 | 500 | 500 | 400 | 300
M nt M| s™M | b M| oM oM | oM | oM | MM | mM | mM | mM
50 100 | 200 | 50 100 | 200 | 1250 | 1750 | 2500 | 600 | 800 | 1000
M msMm M oM M| M| M| M | oM | MM | mM | mM
50 100 | 200 | 50 100 § 200 | 1250 | 1750 | 2500 | 600 | 800 | 1000
mMm oM M| ™M M | @mM | oM | mM | oM | M | mM | mM
Tabla 12: Niveles de arginina en cada pozo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
350 | 300 | 200 12 12 12 12 12 12 75 50 25
oM mM | mM | mM mM oM | n M| oM | oM | oM | mM | mM
450 | 500 600 40 120 200 40 120 | 200 125 150 300
oM | mM | mM | mM mM M| M | M | DM | MM | mM | mM
350 | 300 | 200 12 12 12 12 12 12 75 50 25
mM | mM | mM | mM mM mM | M | oM | oM | oM | oM | M
450 | 500 ; 600 40 120 200 40 120 | 200 | 125 | 150 | 300
oM | mM | mM | mM mM mM | ™M | oM | oM ([ oM | mM | mM
350 | 300 | 200 12 12 12 12 12 12 75 50 25
mM mM | mM | mM mM mM =M  mM | mM  mM | mM | mM
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F| 450 | 500 | 600 40 120 200 40 120 | 200 | 125 | 150 | 300
M M/ M| M| oM | oM oM | oM | DM | @M | mM | mM
G| 350 | 300 | 200 12 12 12 12 12 12 75 50 25
M ™M mM|  obM| M| PM| "M | oM | oM | oM | mM | mM
H| 450 | 500 | 600 40 120 200 40 120 | 200 | 125 | 150 § 300
M o M| oM M| oM | 0M| oM | oM | oM\ oM | mM | mM

Después de que se agregé a cada pozo el amortiguador
de equilibrio Gnico se agregd a cada pozo una mezcla de Myo-
029 y agregado. El nivel de agregado en el reto de carga fue
de 25%. Los constituyentes del amortiguador fueron mantenidos
al mismo nivel que durante el equilibrio. El1 material fue
quitado por 20 minutos, permitiendo que fuera alcanzado el
equilibrio. El sobrenadante fue removido de cada pozo de la
placa de filtro. Otra etapa de adicifn de la preparacién de
anticuerpoc fue realizada, y la placa fue agitada y el
sobrenadante eliminado. Fueron realizadas hasta siete etapas.
La proteina que no se habia enlazado a cada etapa fue
analizada para determinar la concentracién de proteina total
(por absorbancia a A280 nm). La cantidad de monSmero y el
agregado fue medida mediante HPLC de exclusién de tamafio.
Cualquier disminucién en el agregado indicé una condicién
conducente a la purificacién. Las tablas 13 y 14 muestran el
porcentaje de agregado y de monfSmero, por pozo, en un

combinado de las primeras cuatro etapas.

g6
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Tabla 13. Nivel de agregado (%)

1l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 8% |6% |[3% |4% |7% |16% |3% |[|3% |3% |5% |[3% |[3%
B 12% |15% |17% [3% |3% |S5% |[3% |4% |4% |6% |5% |5%
C 7% |6% |3% |4% (4% |3% |5% [|4% [4% |6% |6% |4%
D 13% [14% [14% |6% |4% |7% |5% |6% |4% |8% |8% |7%
E 11% |10% |6% [4% [|19% |11% |[5% |6% |7% |9% |[8% |6%
F 15% |19% [20% |4% |3% |10% |6% |8% |10% |10% [10% |17%
G 10% |9% |6% |6% |3% |7% |[8% [|14% |17% |10% |16% [22%
H 16% |18% |20% |4% |5% |17% |9% 15% |17% |[12% |17% |18%

Tabla 14. Recuperacidén del MonSmero (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12
A 51% |44% [24% [3% |3% |2% [43% |[34% |[25% |S3% [32% [11%
B 64% |70% |78% [4% |24% [43% |42% (40% [38% |57% |42% [44%
C 49% [43% |27% [4% |6% |23% |60% |62% [62% |58% |60% |48%
D 65% |68% |75% |5% |35% |54% |61% |64% |64% |63% |63% |62%
E 61% |58% [44% |[3% |3% |5% |58% |62% |64% [66% |65% |63%
F 70% |76% |88% |5% [33% |63% |59% |63% |68B% |67% |68% |74%
G 57% |57% |50% |4% |7% |65% |72% |82% |85% [70% [80% [B83%
H 71% |75% |85% |5% [48% |75% |69% (82% |[88% |71% |80% |87%
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La gseleccién de alto rendimiento fue capaz de
predecir de manera cualitativa la recuperacién del monSmero y
la eliminacién de HMWA en un esquema de purificacién en
columa. Por ejemplo, las condiciones del pozo C8 (HEPES 20
mM, fosfato 1 mM, NaCl 1750 mM, y arginina 12 mM, pH 7.2)
fueron probadas sobre una columma empaquetada con una resina
cHA Tipo I. Los niveles de agregade fueron reducidos a 2.5%, y
el rendimiento del monSmero fue de 72%, después de la
purificacién en columna. Las condiciones del pozo DS (HEPES 20
mM, fosfato 5 mM, NaCl 100 mM, y arginina 120 mM, pH 7.2)
fueron también probadas en una columna empagquetada con la
reaina cHA 1. Los niveles de agregado fueron reducidos al 0.7%
y el rendimiento del monSmero fue de 73%, después de la
purificacién en columma. Finalmente, las condiciones
equivalentes al pozo C3 (HEPES 100 mM, fosfato 1 mM, NaCl 120
mM, y arginina 200 mM, pH 7.2, donde el alto nivel de HEPES
contribuye a la fuerza ifnica, similarmente al cloruroc de
sodio) fueron probadas sobre una columma empaquetada con la
resina cHA-1, Los niveles de agregado fueron reducidos al 4%
con una recuperacién del monSmero del 65%, después de la
purificacién en columna. Estos resultados demuestran que la
seleccién de alto rendimiento subestima el funcionamiento de
la columna como se midié por la recuperacién del monémero y la
recuperacién de HMWA. No obstante, la seleccién de alto

rendimiento es capaz de predecir de manera cualitativa el
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rendimiento y la pureza.

Todas las referencias citadas en la presente son
incorporadas aqui por referencia en su totalidad, y para todos
los propésitos al mismo grado como si cada publicacién o
patente individual © solicitud de patente fuera especifica e
individualmente indicada para ser incorporada por referencia
en su totalidad para todos los fines. Al grado en que las
publicaciones y patente o solicitudes de patente incorporadas
por referencia contradigan la descripcién contenida en 1la
especificacién, se pretende que la especificacién reemplace
y/o tome precedencia sobre cualquier material contradictorio
tal.

Todos loe nfimeros que expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccién y asi sucesivamente,
utilizados en la especificacién y las reivindicacicnes deben
de ser entendidoe como que son modificados en todos loes casos
por el término “aproximadamente”. En consecuencia, a no ser
que 8e indique 1lo contrario, 1los parimetros numéricos
establecidos en la especificacién y 1las reivindicaciones
anexas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las
propiedades deseadas que se buscan obtener por la presente
invencién. Al menos, y no como un intento de limitar 1la
aplicacién de la doctrina de equivalentes al alcance de las
reivindicaciones, cada par&metro numérico debe ser construido

a la luz del nimero de digitos significativos y procedimientos
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de redondeo ordinarios.

Muchas modificaciones y variaciones de  esta
invencién pueden ser realizadas sin apartarse de su espiritu y
alcance, como serén aparentes por aquellos expertos en la
técnica. Las realizaciones especificas descritas en la
presente son ofrecidas a manera de ejemplo (nicamente, y no se
pretende que sean limitantes de ningln modo. Se pretende que
la especificacién y los ejemploe 8ean considerados como
ejemplareés Gnicamente, con un alcance y espiritu verdadero de
la invencién que son indicados por laes siguientes

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para purificar al menos un anticuerpo
a partir de una preparacién de anticuerpo que contiene
agregados de alto peso molecular, caracterizado el método
porque comprende:

{a) poner en contacto la preparacién de anticuerpo
con una resina de hidroxiapatita y eluyendo el anticuerpo
purificado de la resina con al menos un amortiguador de
elucién que comprende fosfato de sodio de 1 a 20 mM y cloruro
de sodio de 0.2 a 2.5 M; o

(b) poner en contacto una resina de hidroxiapatita
con una preparacién de anticuerpo en amortiguador de carga que
comprende fosfato de sodio de 1 a 20 mM y cloruro de eodio de
0.2 a 2.5 M, y permitiendo que el anticuerpo purificado fluya
a través de la columna.

2. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 5% de agregados de alto pesc molecular.

3. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 1% de agregados de alto peso molecular.

4. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el amortiguador de elucién o el

amortiguador de carga tiene un pH de 6.4 a 7.6.

9
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5. El método de conformidad con la reivindicacién
4, caracterizado porque el amortiguador de elucién o el
amortiguador de carga contiene fosfato de sodio 3 mM o 5 mM.

6. El método de conformidad con la reivindicacién
4, caracterizado porque el amortiguador de elucién o el
amortiguador de carga contiene clorurc de sodio 1 M o 0.35 M.

7. El método de conformidad con la reivindicacién
4, caracterizado porque el amortiguador de elucién o el
amortiguador de carga tiene un pH de 6.8 6 7.2.

8. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG,
IgA, IgD, IgE o IgM.

9. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el anticuerpo es monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado o un fragmento de 1los
mismos.

10. El método de conformidad con la reivindicacidn
1, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo anti-
receptor-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis
Y, anti-IL-13, o anti-IL-22.

11. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el anticuerpo tiene un pI bésico.

12. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cerfimica

tipe I o tipo II.
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13. El método de conformidad con la reivindicacién
12, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cerf&mica
tipo I.

14. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 300 ppm de Proteina A.

15. Un método para purificar al menos un anticuerpo
a partir de una preparacién de anticuerpo que contiene
agregados de alto peso molecular, caracterizado el método
porque comprende someter la preparacién de anticuerpo a (a)
cromatografia de afinidad de Proteina A, (b) cromatografia de
intercambio iénico, y (c) cromatografia de hidroxiapatita,

(i) en donde el anticuerpo purificado ee eluido de
la resina de hidroxiapatita utilizando un amortigquador. de
elucién que comprende fosfato de sodio de 1 a 20 mM y cloruro
de sodio de 0.2 a 2.5 M; o

(ii) poner en contacto una resina de hidroxiapatita
con una preparacién de anticuerpo en un amortiguador de carga
que comprende fosfato de sodio de 1 a 20 mM y cloruro de sodio
de 0.2 a 2.5 M y permitiendo que el anticuerpec purificado
fluya a través de la columna.

16. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque 1la cromatograffia de afinidad de
Proteina A es realizada primeramente, y la cromatografia de

hidroxiapatita es realizada al final.
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17. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 5% de agregados de alto peso molecular.

18. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 1% de agregados de alto peso molecular.

19. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el amortigquador de elucién o el
amortiguador de carga tiene un pH de 6.4 a 7.6.

20. El método de conformidad con la reivindicacién
19, caracterizado porque el amortiguador de elucién o el
amortiquador de carga contiene fosfato de sodio 3 mM o 5 mM.

21. El método de conformidad con la reivindicacién
19, caracterizado porgque el amortiguador de elucién o el
amortiguador de carga contiene cloruro de sodio 1 M o 0.35 M.

22. El método de conformidad con la reivindicacibn
19, caracterizado porque el amortiquador de elucién o el
amortiguador de carga tiene un pH de 6.8 6 7.2.

23. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG,
IgA, IgD, IgE o IgM.

24. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado ©porgque el anticuerpo es monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado o© un fragmento de 1los

mismos.
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25. El1 método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo anti-
receptor-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis
Y, anti-IL-13, o anti-IL-22.

26. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo tiene un pI bé&sico.

27. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cer&mica
tipo I o tipo II.

28. El método de conformidad con la reivindicacién
27, caracterizado porgque la resina es hidroxiapatita cerémica
tipo I.

29. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porgque 1la cromatografia de intercambio
iénico es cromatografia de intercambic aniénico.

30. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 300 ppm de Proteina A.

31. Un método para purificar al menos un anticuerpo
a partir de una preparacién de anticuerpo que contiene
agregados de alto peso molecular, caracterizado porque
comprende :

(a) poner en contacto la preparacifn con un soporte
de Proteina A;

(b) permitiendo al anticuerpo se adsorba al soporte

s
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de Proteina A;

(c) 1lavar el soporte de Proteina A y el anticuerpo
adesorbido con al menos un amortiguador de lavado de Protefna A;

(d) eluye el anticuerpo adsorbido con al menos un
amortiguador de elucién de Proteina A;

(e} poner en contacto el eluido de Proteina A con
un soporte de intercambio ifnico;

(f) permitiendo que el anticuerpo fluya a través
del soporte de intercambio ifnico;

(g) lavar el Bsoporte de intercambio iénico con al
menos un amortiguador de lavado de intercambio iénico;

(h) poner en contacto el flujo de lado a lado del
intercambio iénico con una resina de hidroxiapatita;

(i) permitir que el anticuerpo se adsorba a la
resina;

(j) lavar la resina con al menos un amortiguador de
lavado de hidroxiapatita; y

(k) eluir el anticuerpo purificado de la resina con
al menos un amortiguador de elucién de hidroxiapatita que
comprende fosfato de sodio de 1 a 20 mM y cloruro de sodio de
0.2 a 2.5 M,

32. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porgue el anticuerpc purificado contiene
menos de 5% de agregados de alto peso molecular.

33. El método de conformidad con la reivindicacién

96



68

31, caracterizado porgque el anticuerpo purificado contiene
menos de 1% de agregados de alto peso molecular.

34. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque al menos un amortiguador de elucién
de hidroxiapatita tiene un pH de 6.4 a 7.6.

35. El método de conformidad con la reivindicacién
34, caracterizado porque al menos un amortiguador de elucién
de hidroxiapatita contiene fosfato de sodio 3 mM o 5 wM.

36. El método de conformidad con la reivindicacién
34, caracterizado porque al menos un amortiguador de elucién
de hidroxiapatita contiene cloruro de sodio 0.35 M o 1.0 M.

37. El método de conformidad con la reivindicacién
34, caracterizado porque al menos un amortiguador de elucién
de hidroxjiapatita tiene un pH de 6.8 & 7.2.

38. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG,
IghA, IgD, IgE o IgM.

39. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque el anticuerpo es monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado o un fragmento de los
mismos.

40. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo anti-
receptor-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-lLewis

Y, anti-IL-13, o anti-IL-22.
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41. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque el anticuerpo tiene un pl bésico.

42. El1 método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque ia resina es hidroxiapatita cerdmica
tipo I o tipo II.

43. El método de conformidad con la reivindicacién
42, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cer&mica
tipo I.

44. El métcdo de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque 1la cromatograffia de intercambio
iénico es cromatografia de intercambio aniénico.

45. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque comprende ademfs la filtracién del
flujo de lado a lado del intercambio i6nico antes de la
apliéacién a la resina de hidroxiapatita, con lo cual pe
reducen los contaminantes virales.

46. El método de conformidad con la reivindicacién
31, caracterizado porque comprende ademis someter el eluido de
hidroxiapatita al menos a una ultrafiltracién o diafiltracién.

47. El método de conformidad con la reivindicacidn
31, caracterizado porque el anticuerpe purificado contiene
menos de 300 ppm de Proteina A.

48. Un método para purificar al menos un anticuerpo
a partir de una preparacién de anticuerpo que contiene

agregados de alto peso molecular, caracterizado porgque
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comprende :

(a) poner en contacto la preparacién con un soporte
de Protefna A;

(b) permitiendo al anticuerpo se adsorba al soporte
de Protefina A;

(c) lavar el soporte de Proteina A y el anticuerpo
adsorbido con al mencsa un amortiquador de lavado de Proteina A;

(d) eluye el anticuerpo adsorbido con al menos un
amortiguador de elucién de Proteina A;

(e) poner en contacto el eluido de Proteina A con
un soporte de intercambio iénico;

(f) permitiendo que el anticuerpo fluya a través
del soporte de intercambio idnico;

(g) lavar el soporte de intercambio ifnico con al
menos un amortiguador de lavado de intercambio ifnico;

{h) intercambiar el flujo de lado a 1lado del
intercambio idénico en un amortiguador de carga que comprende
fosfato de sodio de 1 a 20 mM y cloruro de sodio de 0.2 a 2.5
M;

(i) poner en contacto el flujo de lado a lado del
intercambio iénico con una resina de hidroxiapatita;

(j) permitir que el anticuerpo fluya a través de la
resina de hidroxiapatita; y

(k) lavar la resina de hidroxiapatita con al menos

un amortiguador de lavado de hidroxiapatita.
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49. El1 método de conformidad con la reivindicacifn
48, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 5% de agregados de alto peso molecular.

50. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 1% de agregados de alto peso molecular.

51. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque el amortiguador de carga tiene un pH
de 6.4 a 7.6.

52. El método de conformidad con la reivindicacién
51, caracterizado porque el amortiguador de carga contiene
fosfato de sodio 5 mM.

53. El método de conformidad con la reivindicacién
51, caracterizado porque el amortiguador de carga contiene
cloruro de sodio 350 mM.

54. El método de conformidad con la reivindicacién
51, caracterizado porque el amortiguador de carga tiene un pH
de 6.8.

55. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG,
IgA, IgD, IgE o IgM.

56. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque el anticuerpo es monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado o un fragmento de los

mismos.



72

57. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque el anticuerpo es un anti-receptor de
IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis Y, anti-
IL-13, o anti-IL-22.

58. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque el anticuerpo tiene un pI bésico.

59. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cerémica
tipo I o tipo II.
- 60. El método de conformidad con la reivindicacién
59, caracterizade porque la resina es hidroxiapatita cerémica
tipo I.

61. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque la cromatografia de intercambio
iénico es cromatografia de intercambio aniénico.

62. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque comprende ademds la filtracién del
flujo de lado a lado del intercambio i6nico antes de 1la
aplicacién a la resina de hidroxiapatita, con lo cual se
reducen los contaminantes virales.

63. El método de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado porque comprende ademis someter el flujo de
lado a lado de la hidroxiapatita a al menos una de
ultrafiltracién o diafiltracién.

64. El método de conformidad con la reivindicacién

[of
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48, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 300 ppm de Proteina A.

65. Un método para purificar al menos un anticuerpo
a partir de una preparacién de anticuerpo que contiene
agregados de alto peso molecular, caracterizado porque
comprende:

(a) equilibrar la resina de hidroxiapatita con al
menos un amortiguador de equilibrio gue comprende fosfato de
sodio 1 a 20 mM y cloruro de sodio de 0.01 a 2.0 M; '

(b) poner en contacto la preparacién de anticuerpo
con la resina de hidroxiapatita bajo condiciones que permiten
el enlace del monémero y los agregados de alto peso molecular;

(c) permitir que los agregados de alto peso
molecular se enlacen mis fuertemente que los monSmercs de
anticuerpo y, conforme continfia la carga, permitir que los
agregados de alto pesc molecular desplacen el monSmero
enlazado; y

(d) recolectar el monSmero desplazado.

66. El método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porgque el anticuerpo purificadoc contiene
menos de 5% de agregados de alto peso molecular.

67. El método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 1% de agregados de alto peso molecular.

68. El método de conformidad con la reivindicacién

0
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65, caracterizado porque el amortiquador de equilibrio tiene
un pH de 6.2 a 8.0.

69. El método de conformidad con la reivindicacién
68, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
contiene fosfato de sodio 2 mM o 5 mM.

70. El1 método de conformidad con la reivindicacién
68, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
contiene cloruro de sodio 50 mM o 100 mM.

71. El método de conformidad con la reivindicacién
68, caracterizado porque el amortigquador de equilibrio tiene
un pH de 7.3.

72. El método de conformidad con la reivindicacién
68, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
comprende ademids hasta 200 mM de arginina o HEPES.

73. El método de conformidad con la reivindicacién
68, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
comprende ademds arginina 100 mM © 120 mM y HEPES 100 mM o 20
mM.

74, El método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG,
IgA, IgD, IgE o IgM.

75. El método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porgque el anticuerpo es monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado o un fragmento de los

mismos.
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76. El método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo anti-
receptor-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis
Y, anti-IL-13, o anti-IL-22.

77. El método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque el anticuerpo tiene un pI basico.

78. El1 método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cerémica
tipo I o tipo II.

79. El método de conformidad con la reivindicacién
78, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cer&mica
tipo I.

80. El método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 300 ppm de Proteina A.

8l. . Un método para purificar al menocs un anticuerpo
a partir de una preparacién de anticuerpo gque contiene
agregados de alto peso molecular, caracterizado el método
porque comprende someter la preparacién de anticuerpo a (a)
cromatografia de afinidad de Protefna A, (b) cromatograffa de
intercambio ifnico, y (c) cromatograffia de hidroxiapatita,

en donde (i) la resina de hidroxiapatita es
equilibrada con al menos un amortiguador de equilibrio que
comprende fosfato de sodio de 1 a 20 mM y cloruro de sodio de

0.01 a 2.0 M;

/
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(ii) la preparacién de anticuerpo se pone en
contacto con la resina de hidroxiapatita bajo condiciones que
permiten el enlace del monSmero y de los agregadoe de alto
peso molecular;

(iii) los agregados de alto peso molecular se
dejan enlazar mds fuertemente que los mondSmeros de anticuerpo,
y como continGa la carga, se deja que los agregados de alto
peso molecular se desplacen al monémero enlazado; y

(iv} los monbémeros desplazados son recolectados.

82. El método de conformidad con la reivindicacién
81, caracterizado porque la cromatograffia de afinidad de
Proteina A es realizada primeramente, y la cromatografia de
hidroxiapatita ee realizada al final.

83. El método de conformidad con la reivindicacién
81, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 5% de agregados de alto peso molecular.

B4. El1 método de conformidad con la reivindicacién
81, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 1% de agregados de alto peso molecular.

85. El método de conformidad con la reivindicacién
81, caracterizado porque el amortigquador de equilibrio tiene
un pH de 6.2 a 8.0,

86. El método de conformidad con la reivindicacién
85, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio

contiene fosfato de sodio 2 mM o 5 mM.
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87. El método de conformidad con la reivindicacién
85, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
contiene cloruro de sodio 100 mM o 50 M.

88. El método de conformidad con la reivindicacién
85, caracterizado porque el amortiguador de elucién o
amortiquador de carga tiene un pH de 7.3.

89. El método de conformidad con la reivindicacién
85, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
comprende adem&s arginina o HEPES hasta 200 mM.

90. El1 método de conformidad con la reivindicacién
85, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
comprende ademds arginina 100 mM o 120 mM y HEPES 100 mM o 20
mM.

91. El1 método de conformidad con la reivindicacién
Bl, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG,
IgA, IgD, IgE o IgM.

92. El método de conformidad con la reivindicaci6n
81, <caracterizado porque el anticuerpo es monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado o un fragmento de los
mismos.

93. El método de conformidad con la reivindicacién
81, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo anti-
receptor-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis
Y, anti-IL-13, o anti-IL-22.

94, El método de conformidad con la reivindicacién

106
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81, caracterizado porque el anticuerpo tiene un pI b&sico.

95. El método de
81, caracterizado porque la
tipo I o tipo II.

96. El método de
95, caracterizado porque la
tipo I.

97. El método de

81, caracterizado porque

conformidad con la reivindicacién

resina ee hidroxiapatita cerdmica

conformidad con la reivindicacién

resina es hidroxiapatita cerémica

conformidad con la reivindicacién

la cromatografia de intercambio

iénico es cromatografia de intercambio anidnico.

98. El1 método de

conformidad con la reivindicacidn

81, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene

menos de 300 ppm de Proteina A.

99. Un método para purificar al menos un anticuerpo

a partir de una preparacién de anticuerpc que contiene

agregados de alto peso

comprende :

molecular, caracterizado porque

(a) poner en contacto la preparacién con un soporte

de Proteina A;

(b) permitiendo al anticuerpo se adsorba al soporte

de Proteiqa A;

(c) lavar el soporte de Proteina A y el anticuerpo

adsorbido con al menos un amortiguador de lavado de Proteina A;

(d) eluir el anticuerpo adsorbido con al menos un

amortiguador de elucién de Proteina A;

/0;:
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(e) poner en contacto el eluido de Protefina A con
un soporte de intercambio ibnico;

(f) permitiendo que el anticuerpo fluya a través
del soporte de intercambio iénico;

(g) lavar el soporte de intercambio iénico con al
menos un amortigquador de lavado de intercambio iénico;

(h) equilibrar la resina de hidroxiapatita con al
menos un amortiguador de equilibrioc que comprende fosfato de
godio de 1 a 20 mM y cloruro de sodio de 0.01 a 2.0 M;

(i) poner en contacto el flujo de lado a lado del
intercambio iénico con 1la resina de hidroxiapatita bajo
condiciones que permiten el enlace del monSmero y de los
agregados de alto pesoc molecular;

(j) permitir que los agregados de alto peso
molecular se enlacen mis facilmente que los monSmeros de
anticuerpo, y conforme continia la carga, permitir que los
agregados de alto peso molecular desplacen el monSmero
enlazado;

(k) lavar la reasina de hidroxiapatita con al mencs
un amortiguador de lavado de hidroxiapatita; y

(1) recolectar el monémero desplazado.

100. El método de conformidad con la reivindicacitn
99, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene
menos de 5% de agregados de alto peso molecular.

101. El método de conformidad con la reivindicacién

/0%
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99, caracterizado porgque el anticuerpo purificade contiene
menos de 1% de agregados de alto peso molecular.

102. El método de conformidad con la reivindicacién
99, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio tiene
un pH de 6.2 a 8.0.

103. El métedo de conformidad con la reivindicacién
102, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
contiene fosfato de sodio 2 mM o 5 mM,

104. E1 método de conformidad con la reivindicacién
102, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
contiene cloruro de sodio 100 mM o 50 M.

105. El método de conformidad con la reivindicacién
102, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio tiene
un pH de 7.3.

106. E1 método de conformidad con la reivindicacién
102, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
comprende ademés arginina o HEPES hasta 200 mM.

107. El método de conformidad con la reivindicacién
102, caracterizado porque el amortiguador de equilibrio
comprende ademds arginina 100 mM ¢ 120 mM y HEPES 100 mM o 20
mM.

108. El método de conformidad con la reivindicacibn
99, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo IgG,
Igh, IgD, IgE o IgM.

109. E1l método de conformidad con la reivindicacién

/09



8l

99, caracterizado porque el anticuerpo es monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado o un fragmento de 1los
mismos.

110. El método de conformidad con la reivindicacién
99, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo anti-
receptor-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis
Y, anti-IL-13, o anti-IL-22.

111. El método de conformidad con la reivindicaci6n
99, caracterizado porgue el anticuerpo tiene un pI béasico.

112. El método de conformidad con la reivindicacién
99, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita cerdmica
tipo I o tipo II.

113. El método de conformidad con la reivindicacién
112, caracterizado porque la resina es hidroxiapatita ceramica
tipo I.

114. E1 método de conformidad con la reivindicacidn
99, caracterizado porgue 1la cromatografia de intercambio
iénico es cromatografia de intercambio aniénico.

115. E1 método de conformidad con la reivindicacién
99, caracterizado porque comprende ademds la filtracién del
flujo de lado a lado del intercambio ifnico antes de la
aplicacién a la resina de hidroxiapatita, con lo cual pe
reducen los contaminantes virales.

116. E1 método de conformidad con la reivindicacién

99, caracterizado porque comprende ademi&s someter el eluido de
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hidroxiapatita al menos a wuna de ultrafiltracién o
diafiltracién.
117. Bl método de conformidad con la reivindicacién

99, caracterizado porque el anticuerpo purificado contiene

menos de 300 ppm de Proteina A.
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Figura 4
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Ark 444 PRERCNTAMN

Industrlaj Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
& Indicacién de que se solicita la concesién de una patente [»] A
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud  [><] 4
€ Descripcion de la invencion 4 33
4 Dibujos de ser estos pertihentes [ 445
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas ] 2
COMPLETA [x] INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

€ Indicaci6n de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ 1]

€ Datos de identificacin del solicitante o de la persona que presenta la solicitud { ]

¢ Representacion gréfica y fotogréafica del Disefio Industrial o muesira del []
material que incorpora el disefio

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicaci6n de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
€ Representacion gréfica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

el gl Bl Bl

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 35052 20
E-mail: nfof@sic gov.co
wWwWW.slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia




