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REIVINDICACIONES

1. Un método para recuperar un producto purificado de un fluido de carga, que comprende las

etapas de:

pasar el fluido de cargaa través de un medio en condiciones de operacion que originan que el
medio se una al menos 2.8 mg de producto por mL de medio; en donde el medio se selecciona del
grupo que consiste de un medio de intercambio de i6n cargado, una resina de cromatografia de
interaccion hidréfoba, y una resina de cromatografia de afinidad de metal inmovilizada; y v

recuperar el producto purificado en el efluente de la columna.

2. Un método para recuperar un producto purificado de un fluido de carga, que comprende las

etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en condiciones definidas por un coeficiente de

particion de al menos 0.1 ;y
recuperar el producto purificado en el efluente de la columna.

3. Un método para recuperar un producto purificado de un fluido de carga, que comprende las

etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en condiciones de operacion que originan que el

medio se una al menos 2.8 a 13 mg de producto por mL de medio; y
recuperar el producto purificado en el efluente de la columna.

4. Un método para recuperar un producto purificado de un fluido de carga, que comprende las

etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en condiciones de operacién que originan que el
medio se una al menos 1 mg de producto por mL de medio; en donde el medio se selecciona del
grupo que consiste de una resina de cromatografia de interaccion hidréfoba y una resina de

cromatografia de afinidad de metal inmovilizada; y

recuperar el producto purificado en el efluente de la columna.
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5. Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un fluido de cal‘ga, que comprende

las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio de intercambio de anién en condiciones de operacion
que originan que el medio se una al menos 2.8 mg de anticuerpo por mL de medio, en donde las
condiciones de operacién comprenden un pH de 7.5 a 8.2 y concentracion de cloruro de 12 a 55
mM 'y donde el fluido de carga es un fluido que contiene un producto eluido de una columna de

proteina A;y
recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la columna.

6. Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un fluido de carga, que comprende

las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio de intercambio de anion en condiciones de operacion
definidas por un coeficiente de particion de por lo menos 1.0; en donde las condiciones de
operacion comprenden un pH de 7.5 a 8.2 y concentracion de cloruro de 12 a 55 mM y donde el
fluido de carga es un fluido que contiene un producto eluido de una columna de proteina A; y
recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la columna durante el ciclo de carga y cualquier

lavado esencialmente isocratico.

7. Un método para recuperar un producto purificado de un fluido de carga, que comprende las

etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en condiciones de operacion que originan que el

medio se una al menos 1 mg de producto por mL de medio; y
recuperar por lo menos 98% del producto en el efluente de la columna.

8. Un método para recuperar un producto purificado de un fluido de carga, que comprende las

etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en condiciones de operacién que originan que el

medio se una al menos 3.0 mg de producto por mL de medio; y
recuperar por lo menos 93% del producto en el efluente de la columna.

9. El método de la reivindicacién 1, en donde las condiciones de operacion originan que el

medio se una al menos 10 mg de producto por mL de medio.
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10. El método de la reivindicacion 2, en donde el valor del coeficiente de particion esta en el

rango de aproximadamente 0.2 a aproximadamente 10.0.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que ademas comprende el paso de

recuperar el producto purificado del medio usando un lavado esencialmente isocratico.
12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde en donde el producto
purificado es una proteina seleccionada del grupo que consiste de proteinas de fusion, proteinas que

contienen Fc, inmunoconjugadas, citocinas, interleucinas, hormonas, y enzimas terapéuticas.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 7 y 8, en donde las condiciones

de operacion comprenden un pH de 7.5 a 8.2 y una concentracion de cloruro de 12 a 55 mM.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones | a 8 en donde el fluido de carga ademas

comprende por lo menos uno de fosfato, calcio, arginina, glicina, HEPES, y un contraligando.

15. El método de la reivindicacion 14, en donde el contraligando es imidazol.

16. El método de la reivindicacion 1, en donde las condiciones de operacion originan que el

medio se una al menos 8 mg de producto por mL de medio.

17. El método de la reivindicacion 16, en donde las condiciones de operacion originan que el

medio se una al menos 14 mg de producto por mL de medio.

18. El método de la reivindicacion 1, en donde las condiciones de operacién originan que el

medio se una al menos 2.8 a 12 mg de producto por ml. de medio.

19. El método de la reivindicacion 18, en donde las condiciones de operacidn originan que el

medio se una al menos 2.8 a 5 mg de producto por mL de medio.

20. El método de la reivindicacion 18, en donde las condiciones de operacidn originan que el

medio se una al menos 8 a 12 mg de producto por mL de medio.

21. El método de la reivindicacion 2, en donde el valor del coeficiente de particién esté en el

rango de 0.5 a 15.

22. El método de la reivindicacion 21, en donde el valor del coeficiente de particion esta en el

rango de 0.5 a 2.5.
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23. El método de la reivindicacion 12, en donde la proteina que contiene Fc es un anticuerpo.
24, El método de la reivindicacion 2, en donde el medio comprende un medio de intercambio
de i6n cargado.
25. El método de la reivindicacién 1 o 24, en donde el medio de intercambio de i6n cargado
comprende una resina de intercambio de anidn.
26. El método de la reivindicacion 1 o 24, en donde el medio de intercambio de i6n cargado
comprende una resina de intercambio de cation.
27. El método de la reivindicacién 2, en donde el medio comprende una resina de
cromatografia de interaccion hidrofobica.
28. El método de la reivindicacién 2, en donde el medio comprende una resina hidroxiapatita.
29. El método de la reivindicacion 2, en donde el medio comprende una resina de
cromatografia de afinidad de metal inmovilizada.
30. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde en donde el fluido de carga

comprende una o mas impurezas que se seleccionan del grupo que consiste de proteinas de célula
anfitriona, acidos nucleicos, variantes de productos, endotoxinas, Proteina A, y viruses, o cualquier

combinacion de los mismos.

31 El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el fluido de carga es un
fluido que contiene un producto eluido de una columna de proteina A utilizando un amortiguador
de elucién y el el pH y la conductividad del fluido que contiene producto se ajusta utilizando un
amortiguador de neutralizacion que resulta en no mas de 20 mM de la fuerza iénica del fluido que

contiene producto.

32. El método de la reivindicacion 31, en donde el amortiguador de elucion comprende

moléculas con un grupo aniénico cargado con un pKade 2 a 5.

33. El método de la reivindicacion 32, en donde el amortiguador de elucién ademas comprende

moléculas con un grupo anionico cargado con un pKa de 6.5 a 10.

34. El método de la reivindicacion 31, en donde el amortiguador de elucién comprende una,

molécula que es un zwiterionapH de 4 a 9.
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35. El método de la reivindicacion 31, en donde el zwiterion se selecciona del grupo que
consiste de glicina; 1,4-piperazinabis-(dcido etanosulfénico); glicilglicina; acido ciclopentanotetra-
1,2,3,4-carboxilico; acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico; acido 2-(N-
morfolino)propano-sulfénico; acido N-tris(hidroxilmetil)metil-2-aminoetano sulfénico; acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico; 4dcido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinapropano sul.fc')nico;
N-tris(hidroximetil)metilglicina; glicinamida; ~ N,N-bis(2-hidroxietil)glicina; acido N-

tris(hidroximetil)metil-2-aminopropano sulfénico; y N-glicilglicina.
36. El método de la reivindicacion 35, en donde el zwiterion es glicina.

37. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el producto es cargado en

el medio a una concentracion de por lo menos 100 mg de producto por mL de medio.

38. El método de la reivindicacion 37, en donde el producto es cargado en el medio a una

concentracion de por lo menos 500 mg de producto por mL de medio.

39. El método de la reivindicacion 38, en donde el producto es cargado en el medio a una

concentracion de por lo menos 1000 mg de producto por mL de medio.

40. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la concentracién de

producto en el fluido de carga es por lo menos 1 mg de producto por mL de fluido de carga.

41. El método de la reivindicacion 40, en donde la concentracion de producto en el fluido de

carga es por lo menos 10 mg de producto por mL de fluido de carga.

42, El método de la reivindicacion 41, en donde la concentracion de producto en el fluido de

carga es por lo menos 100 mg de producto por mL de fluido de carga.

43. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde por lo menos 89% del

producto es recuperado del efluente de la columna.

44, El método de la reivindicacion 43, en donde por lo menos 95% del producto es recuperado

del efluente de la columna.
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