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A Method of Weak Partitioning Chromatography

" Field of the Iiwention

10001] The invention relates to methods of recovering a purified product from a load _
fluid including one or more impurities. In certain embodiments of the invention, the methods
comprise passing the load fluid thfough a medium at operating conditions which cause the
medium to bind at least 1 mg of product per mL of medium, and recovering the purified
product in the column effluent during the load cycle and any essentially isocratic wash. In
other embodiments of the iﬁvention, the methods comprise passing the load through a

medium at operating conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1.

Background of the Invention
[0002] ~ Within the biotechnology industry, the purification of proteins on a

commercial scale is an important challenge to the development of recombinant proteins for
therapeutic and diagnostic purposes. Problems related to yield, purity, and throughputvplégue
the manufacturing sector, With the advent of recombinant protein technology, a p‘rotei'n of
interest can be produced using cultured eukai‘yotic or prokaryotic host cell lines engineered to
express a gene encoding the protein. What results from the host cell culturing process,
however, is a mixture of the desired protein along with impurities that are either derived from
the protein itself, such as protein variants, or from the host cell, such as host cell proteins.
The use of the desired recombinant protein for pharmaceutical applications is contingent on
being able to reliably recover adequate levels of the protein from these impurities.

[0003] Conventional protein purification methods are designed to separate the protein
of interest from impurities based on differences in size, charge, solubility, and degree of
hydrophobicity. Such methods include chromatographic methods such as affinity
chromatography, ion exchange chromatography, size exclusion chromatography, | i
hydrophobic interaction chromatography, immobilized metal affinity chromatography, and
hydroxyapatite chromato graphy. These methods often employ a separation medium that can
be designed to selectively adhere either the protein of interest or the impurities. In the bind-
elute mode, the desired protein selectively binds to the separation medium and is
differentially eluted from the medium by different solvents. In the flow-through mode, the
impurities specifically bind to the separation medium while the protein of interest does not,

thus allowing the recovery of the desired protein in the “flow-through.”
1
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[0004] + Current methods for the purification of proteins, such as antibodies, include
two or more chromatographic steps. For example, the first step in the protein purification
protocol often involves an affinity chromatography step that utilizes a specific interaction
between the protein of interest and an immobilized capture reagent. Protein A adsorbents are
particularly useful for affinity capture of proteins, such as antibodies, which contain an Fc”
region. However, drawbacks to using Protein A chromatography for protein purification
include leakage of the Protein A capture agent, leading to contamination of the eluted protein
product. Additionally, affinity capture does not separate protein variants, such as aggregated
forms of the protein, from the protein of interest. | |
[0005] Researchers have used bind-elute methods, flow-through methods, and
displacement methods in efforts to recover proteins free from impurities resulting from both
the culturing process and from possible prior steps in the purification process itself.
Exaniples of groups using a bind-elute step as a typical second step to purifying proteins after
an affinity capture step include: US Patent 4,983,722, describing a bind-elute ion exchangé
method of reducing Protein A from a mixture; US Patent 5,429,746, describing a bind-elute
hydrophobic interaction chromatography method for purifying IgG antibody from a mixture
including Protein-A impurities; and US Patent 5,644,036, describing a three-step process for
obtaining a purified IgG antibody preparation comprising a Protein A step, a bind-elute ion
exchange step, and a size exclusion step. Other groups have used a flow-through step after
the affinity chromatography step. For example, PCT publication WO 04/076485 descﬁbes a
method for removing leaked Protein A from an antibody purified by a Protein A
chromatography step followed by a flow-through ion exchange step. PCT publication WO |
03/059935 describes a method for purifying a protein in a sample comprising subjecting the
sample to a flow-through hydroxyapatite chromatography step following an afﬁnity
_ chromatograph_y step. | |

[0006] Other groups have used a single polishingFStep purification scheme to avoid
the problems associated with prior purification steps. For instance, US Patent 6,177,548
describes a single-step flow-through ion exchangé method for removing aggregates frorh a
biological sampie where the pH of the sample is adjusted t0 0.2 logs below the isoelectric
point of the biological sample. US Pe{tent 5,451,662 describes a single-step bind-elute ion
exchange method where the pH of the crude pfotein mixture is adjusted to a point between _
‘the ranges of isoelectric points of the protein fractions to be separated. PCT publication WO
05/044856 describes a single-step displacement method for removal of high mplmu!_m_Wﬁight_, o

aggregates from antibody preparations using hydroxyapatite chromatography.
2
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[0007] None of the conventional bind-elute or flow-through methods in the prior art,
however, is able to meet the needs of the biotechnology industry in terms of all the
requirements of throughput, yield, and product purity. Bind-elute methods and displacement .
methods are limited by, among other factors, the capacity limit of the separation medium for
. the desired protein. Flow-through methods, on the other hand, do allow for higher load * ‘
challenges than bind-elute methods but are limited by the capacity of the separation medium
for the impurities. With flow-through methods, no substantial binding of the product to the
column occurs; any substantial product binding is seen as negatively impacting product
recovery. There is still a need for methods of recovering purified proteins at high throughput
that meet the requirements for purity and yield necessary for therapeutic and diagnostic
-applications. In addition, commercial manufacturing processes add the needs for reliable,

robust, and cost-effective purification schemes.

‘Summary of the Invention

-{0008] The present invention relates to methods of recovering a purified product from
-a load fluid including one or more impurities by passing the load fluid through a medium at
operating conditions which cause the medium to bind at least 1mg of produét per mL of
medium and recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and
- any essentially isocratic wash. In other embodiments, the operating conditions cause the
medium to bind at least 5 mg of product per mL of medium. In another embodiment, the
operating conditions cause the medium to bind at least 10 mg of product per mL of medium.
In other embodiments, the operating conditions cause the medium to bind at least 20, 30, 40,
50, or 60 mg of product per mL of medium. ,
[0009] The present invention also relates to methods of recovering a purified product
:from a load fluid including one or more impurities by passing the load fluid through a
medium at operating conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1 and :
recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any ,
essentially isocratic wash. In one embodiment, the partition coefficient is in the range of
-about 0.2 to about 20.0. In another embodiment, the partitibn coefficient is in the rahge of
about 0.2 to about 10.0. In another embodiment, the partition coefficient is in the range of
about 1.0 to about 5.0. In another embodiment, the partition coefﬁdient is in the range of
about 0.5 to about 5.0. In an additional embodiment, the partition coefficient is in the range
of about 0.5 to about 1.5. ' |
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[0010] The present invention also relates to methods of recovering a purified product
from a load fluid including one or more impurities by passing the load fluid through a
medium at operating conditions which cause the medium to bind from at least 1 to about 70
mg of product per mL of medium and defined by a partition coefficient of 0.3 to 20, and

recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any s
essentially isocratic wash,
[0011] The invention also provides for identifying, in a screening step, the operating

conditions that cause the medium to bind at least 1 mg product per mL of medium or
alternatively, are defined by a partition coefficient of at least 0.1. The screening step can
employ batch binding studies or column binding studies, such as gradient elution studies or
isocratic elution studies. -
[0012] Operating conditions include pH levels, ionic strengths, salt concentrations, -
excipient concehtrations (such as phosphate concentrations, calcium concentrations, arginine
concentrations, glycine concentrations, and HEPES concentrations), and counterligand levels
~(such as imidazole concentrations), depending on the selection of medium.
.[0013] The medium can be any type of chromatographic resin or separation medium,
including a charged ion exchange medium, such as an anion exchange medium or a cation
- exchange medium, a hydrophoBic interaction chromatography resin, a hydroxyapatite resin,
-or an immobilized metal affinity chromatography resin.
[0014] Purified products that can be recovered using the invention include fusion
proteins, Fc-containing proteins, immunoconjugates, cytokines, interleukins, hormones, and
therapeutic enzymes. _
[0015] Impurities that can be removed using the invention include host cell proteins,
nucleic acids, product variants, endotoxins, Protein A, and viruses.
[0016] In one embodiment, the medium removes at least 99.9% of the impurities in
the load fluid including host cell proteins, nucleic acids, product variants, endotoxins, and
Protein A.
[0017] In another embodiment, the concentration of product variants in the purified
* product is no more than about 2%.
10018] In additional embodiments, the load onto the medium may be at a load
challenge of at least 500 mg or at least 1000 mg of product per mL of medium.
- [0019] In one aspect of the invention, a purified product is recovered from a load
fluid including one or more impurities by passing the load fluid through a charged ion

exchange medium at operating conditions comprising pH levels and ionic strengths which
4
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cause the medium to bind at least 1 mg of product per mL of medium or alternatively, at

operating conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1.

[0020] In another aspect of the invention, a purified product is recovered from a load

fluid including one or more impurities by passing the load fluid through a hydrophobic
interaction chromatography resin at operating conditions comprising pH levels, ionic 4
strengths, and salt concentrations which cause the medium to bind at least 1 mg of product
per mL of medium or alternatively, at operating conditions defined by a partition coefficient
of at least 0.1.
[0021] In another aspect of the invention, a purified product is recovered from a load
fluid including one or more impurities by passing the load fluid through a hydroxyapatite
chromatography resin at operating conditions comprising pH levels, ionic strengths,
phosphate concentrations, calcium concentrations, arginine concentrations, glycine
concentrations, HEPES concentrations, and imidazole concentrations which cause the
medium to bind at least 1 mg of product per mL of medium or alternatively, at operating
-conditions defined by a parﬁtion coefficient of at least 0.1.

.-[0022] ‘In yet another aspect of the invention, a purified product is recovered from a
load fluid including one-or more impurities by passing the load fluid through an immobilized
‘metal affinity chromatography resin at operating conditions comprising counterligand levels
and pH levels which cause the medium to bind at least 1 mg of product per mL of medium or
alternatively, at operating conditions defined by a partition coefficient of at least .0.1.
[0023] The methods of the invention can be optionally combined with oﬁe or more
purification steps. The optional step(s) can be performed either prior to or following the
practice of the inventive method. For example,' the methods of the invention can optionally
be combined with a Protein A chromatography step as an initial step.
[0024] . In one embodiment of the invention, a product-containing fluid is eluted from
a Protein A column using an elution buffer of low ionic strength; the pH and conductivity of
the product-containing fluid is adjusted using a neutralization buffer which results in no morifI
than 20mM of the ionic strength of the product-containing fluid, resulting in the load fluid;
and the load flnid is passed through an anion exchange medium under the operating
conditions of the invention. . _
[0025] In some embodiments, the elution buffer comprises molecules with a charged .
cationic group with a pKa of 6.5-10. In other embodiments, the elution buffer further

comprises molecules with a-charged anionic group with a pKa of 2-5. In certain
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embodiments, the elution buffer comprises molecules which are zwitterions at pHs between 7

and 9.

[0026] The invention also prowdes for purified products, including punﬁed proteins
and antibodies, prepared by the methods of the invention.
[0027] Additional objects and advantages of the invention will be set forth in part in

the description which follows, and in part will be obvious from the description, or may be
learned by practice of the invention. The objects and advantages of the invention will be
realized and attained by means of the elements and combinations particularly pointed out in
the appended claims.

[0028] It is to be understood that both the foregoing general description and the
following detailed description are exemplary and explanatory only and are not restrictive of

the invention, as claimed.

[0029] The accompanying drawings, which are incorporated in and constitute part of
this specification, and together with the description, serve to explain the principles of the
-invention,
Brief Description of the Figures
<[0030] Figure 1 shows (A) the relationship between a partition coefficient and a

product adsorption isotherm; and (B) adsorption isotherms for product binding to resin, for'
three modes of operation: bind-elute mode, weak partitioning mode, and flow-through mode.
[0031] Figure 2 shows (A) the partitioning regions for three modes of operation in ion
exchange chromatography: bind-elute mode, weak partitioning mode, and flow-through
anode; and (B) the partitioning regions for three modes of operation in hydroxyapatite.
[0032] Figure 3 shows schematic chromatograms for three modes of operation: bind-
elute mode, ‘weék partitioning mode, and flow-through mode. ,
[0033] Figure 4 shows a comparison between weak partitioning and flow-through
| chromatograms. |
[0034] Figure 5 shows (A) typical contaminant removal profiles as a function of Kp; '
and (B) recovery as a function of Ioad challenge and Kp.
[0035] Figure 6 shows typical progression of weak partitioning chromatography step
development, including 1) high throughput screen to determine Kp, 2) low load challenge
tuns, 3) high challenge capacity runs, and 4) optimal weak partitioning chromatography runs.'
[0036] Figure 7 shows a contour plot of Kp vs. pH and the total chloride

concentration from the low concentration dataset, as described in Experiment 1.1.
6
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[0037] Figure 8 shows Protein A removal as a function of the partition coefficient,
Kp, as described in Experiment 1.1. The log removal value increases with Kp. Flow-through
mode is indicated by the dashed box with “FT™, while weak partitioning mode is indicated by
the dashed box with “WP.”

[0038] Figure 9 shows a contour plot of log10Kp vs. pH and the log of the total
chloride concentration, as described in Experiment 2.1.

[0039] Figure 10 shows (A) for Mab-AAB, host cell protem breakthrough profiles as
a function of Kp in ion exchange chromatography; and (B) for Mab-AAB, Protein A
breakthrough as a function of Kp in ion exchange chromatography.

[0040] Figure 11 shows for Mab-MYA, the optimum operating window for weak
partitioning chromatography in hydroxyapatite. The optimum Kp in this example is between
1.5 and 20. ' ‘

[0041] Figure 12 shows for Mab-AST4, the optimum operating window for weak
partitioning chromatography in hydroxyapatite. The optimum Kp in this example is between
.2 and 20.

[0042] Figure 13 shows for Mab-MYO, the optimum operating window for weak
partitioning chromatography in hydroxyapatite. The optimum Kp in this example is between
5 and 20. |

' Detailed Description of the Invention

A. Definitions

[0043] - In order that the present invention may be more readily understood, certain
terms are first defined. Additional definitions are set forth throughout the detailed
description.

[0044] The term “flow-through mode” refers to a product préparation separation
technique in which at least one product contained in the preparation is intended to flow A
through a chromatographic resin or medium, while at least one potential contaminant or
impurity binds to the chromatographic resin or medium. Generally, the product partition
coefficient for flow-through mode is less than 0.1 and bound product concentration is <1
mg/mL. The “flow-through mode” is an isocratic operation.

[0045] The term “bind-elute mode” refers to a product preparation separation
technique in which at least one product contained in the preparation binds to a

chromatographic resin or medium. Generally, the product partition coefficient for bmd-elute
7
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mode is greater than 20 and the bound product concentrations are between 1 - 20 mg/mL.
The bound product in this mode is ehuted during the elution phase.

[0046]) The term “weak partitioning mode” refers to a product preparation separation
technique in which at least one product contained in the preparation, and at least one
contaminant or impurity, both bind to a chromatographic resin or medium. The binding of |
Product in weak partitioning mode is at least 1 mg of product per mL of chromatographlc
resin or medium. Generally, the product partition coefficient for weak partitioning mode is at
least 0.1. The “weak partitioning mode” is an isocratic operation. » _
[0047] The term “partition coefficient” (Kp) refers to the equilibrium ratio of the
concentration of product absorbed to the resin (Q) to the concentration of product in the
solution (c), under specified conditions of pH and solution composition. The partition
coefficient Kp is also related to the product adsorption isotherms as shown in Figure 1. The
partition coefficient Kp corresponds to the slope of the product adsorption isotherm at very

low solution concentrations. It is related to the maximum capacity as follows:

‘where Quay is to maximum capacity of the resin for the product, and ky is the dissociation

s constant for ‘resin — product’ interaction. The partition coefficient is typically measured with
a batch binding technique, but other techniques, such as isocratic chromatography, can be
used.

[0048] The term *bound product” (Q) refers to the amount of product which binds to
the resin when in equilibrium with a feedstream.
[0049] The term “antibody” refers to any immunoglobulin or fragment thereof, and

encompasses any polypeptide comprising an antigen-binding site, The term includes, but is
not limited to, polyclonal, monoclonal, monospecific, polyspecific, non-specific, humamzed |
human, single-chain, chimeric, synthetic, recombinant, hybrid, mutated, grafted, and in vitro 1
generated antibodies. The term “antibody” also includes antibody fragments such as Fab,
F(ab’),, Fv, scFv, Fd, dAb, and other antibody fragments that retain antigen-binding function.
Typically, such fragments would comprise an antigen-binding domain,

[0050] In certain embodiments of the invention, the antibody is one which comprises .
2 Cy2/Cy3 region and therefore is amenable to purification by Protein A chromatography.
The term "Cy2/Cy3 region" refers to those amino acid residues in the Fc region of an

immunoglobulin molecule which interact with Protein A. In some embodiments, the
8
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Cy2/Cy3 region comprises an intact Cy2 region followed by an intact Cy3 region, and in
other embodiments, comprises a Fc region of an immunoglobulin. Examples of Cy2/Cy
region-containing proteins include antibodies, immunoadhesions and fusion proteins
comprising a protein of interest fused to, or conjugated with, a Cy2/Cy3 region.

[0051] The term “load” refers to any load material containing the product, either
derived from clarified cell culture or fermentation conditioned medium, or a partially purified
intermediate derived from a chromatography step. The term “load fluid” refers to a liquid
containing the load material, for passing through a medium under the operating conditions of
the invention.

[0052] The term “impurity” refers to any foreign or objectionable molecule, including
a-biological macromolecule such as a DNA, an RNA, or a protein, other than the protein of
interest being purified that is also present in a sample of the protein of interest being purified.
Impurities include, for example, protein variants, such as aggregated proteins, high molecular
weight species, low molecular weight species and fragments, and deamidated species; other
proteins from host cells that secrete the protein being purified (host cell proteins); proteins
that are part of an absorbent used for affinity chromatography that may leach into a sample

" during prior purification steps, such as Protein A; endotoxins; and viruses.

[0053] The term “essentially isocratic wash” refers to a solution which varies only
slightly from the load fluid in terms of composition or pH.

[0054] The term “column effluent” refers to the liquid exiting the medium or column
during the load cycle, or in the period that the load is being applied.

[0055] The term “load challenge” refexs to the total mass of product loaded onto the
column in the load cycle of a chromatography step or applied to the resin in batch binding,

measured in units of mass of product per unit volume of resin.

[0056] The term “log removal value” (LRV) refers to the log(base 10) of th(; ratio of

the mass of impurity in the load of a purification step to the mass of impurity in the product .

pool. |
[0057] The term “is.ocratic chromatography” refers to the operation of a

chromatographic column with a solvent that does not change strength during the period of

interest,
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B. Description of the Method
[0058] The present invention provides methods for recovering purified products from

aload fluid containing one or more impurities. The invention has application to the large-
scale preparation of proteins for therapeutic and diagnostic purposes.
1. Weak partitioning mode a
[0059] Applicants have surprisingly found that by operating in a ch:omatographc
mode residing in the region between conventional bind-elute and flow-through
chromatography modes, a high degree of impurity reduction, as well as high produ_ct load
challenge and product recovery, can be obtained. Applicants have named this intermediate
product binding mode, the “weak partitioning mode.”
[0060] In weak parﬁtioning méde, a load fluid containing a product of interest and
one or more impurities is passed through a chromatographic medium, with both the product
and the impurities binding to the medium. However, the impurities bind more ﬁghdy to the
medium than the product and as loading continues, unbound product passes through the |
medium and is recovered from the column effluent. Thé medium is optionally subsequently
washed under isocratic conditions to recover additional weakly bound product from the
medium and the purified product from any essentially isocratic wash is pooled with the
‘purified product from the column effluent during the load dycle.
-[0061] In accordance with the invention, weak partitioning mode is defined by
operating conditions which cause the medium to bind at least 1 ing of product per mL of
medium. In one embodiment, the operating conditions cause the medium to bind at least 5
mg of product per mL of medium. In another embodiment, the operating conditions canse
the medium to bind at léast 10 mg of product per mL of medium. In another embodiment, the
operating cpnditions cause the medium to bind at least 20 mg of product per mL of medium.
[0062] In certain embodiments of the invention, the total product mass bound to the
medium is at least 10% of the total product mass loaded onto the medium. In some
embodiments, the total product mass bound to the medinm is at least 20% of the total product
mass loaded onto the medium. In other embodxments the total product mass bound to the
medium is at least 30% of the total product mass loaded onto the medium.
[0063] In accordance with the invention, weak partitioning mode is also defined by a
partition coefficient of at least 0.1. In some embodiments, operating in weak partitioning
mode comprises operating under conditions defined by a partition coefficient in the range of
about 0.2 to about 20.0. In certain embodiments, operating in weak partitioning mode

comprises operating under conditions defined by a partition coefficient in the range of about
10
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0.2 to about 10.0. In other embodiments, operating in weak partitioning mode comprises
operating under conditions defined by a partition coefficient in the range of about 1.0 to about
5.0. In other embodiments, operating in weak partitioning mode comprises operating under
conditions defined by a partition coefficient in the range of about 0.5 to about 5.0. Inyet
other embodiments, operating in weak partitioning mode comprises operating under ’
conditions defined by a partition coefficient in the range of about 0.5 to about 1.5.

[0064] " At least one embodiment of the present invention provides weak partitioning
mode operating conditions which cause the medium to bind from at least 1 to about 70 mg of
product per mL of medium, and which are defined by a partition coefficient of 0.3 to 20.
[0065] Figure 1 shows the product adsorption isotherms for the bind-elute, flow-
through, and weak partitioning modes, with product binding for weak partitioning mode
being clearly intermediate in comparison to bind-elute and flow-through modes. Because the
value of the product partition coefficient (Kp) is the ratio of the concentration of the adsorbed
product to the concentraﬁoﬁ of the product in solution, the Kp values for weak partitioning
mode are also ixitermediate to the values for bind-elute and ﬂow;through modes. |

[0066] Figure 2A depicts the partitioning regions for bind-elute, weak partitioning,
and ﬂow—througﬁ modes as a function of ionic strength, showing that Kiy, is higher in weak -
partitioning mode than in flow-through mode. Under the more stringent binding conditions
of weak partitioning mode, a higher pfoduct capacity can be achieved — higher than flow-
through mode, as impurities are more strongly bound, and higher than bind-elute mode, as the
product binds very weakly in comparison to impurities and does not take up the majority of
the resin capacity. The irnpurity partition coefficient (Kimp) is higher at more stﬁngent
binding conditions, resulting in lower concentrations of residual impurities in the product
pool of weak partitioning mode compared to the produét pool of flow-through mode. The
flow-through, weak partitioning and bind-elute regions in hydroxyapatite, as a function of
phosphate and NaCl concentration, are shown in Figure 2B. ;
[0067] Table A summarizes the differences in characteristics between the three modes

of binding: bind-elute (B-E), weak partitioning (WP), and flow-through (FT).
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Table A Characteristics of FT/WP/B-E modes
FT wp B-E
Kp <0.1 01 - 20 >20
Load Impurities Impurities Product + impurities
| challenge | 10-50 mg Prod/ml. (typical) 50- 500 mg Prod/mL (typical) <100 mg Prod/mL.
limitation | but actually dependent on load | but actually dependent on load 7
purty purity
{ Load Vol | Moderate, for dilute impurities Very high, for dilute impurities Lower, as the product binds
’ 10-20CVs up to 50 CVs in addition to impurities
5-~-20CVs
[Product] | Equal to load concentration Initial lag, then equal to load <5% of load concentration
in load - through much of load concentration through much of :
] eluate load
Residual | Low Very low Dependent on elution
[Xmpurity] conditions, pool volume and
capacity.
4 Product <lmg/mL <10 -20 mg/ml, >10~20 mg/mL
bound (Q)
Operating | Relatively broad range of Modest windaw of operation Stringent binding conditions
region conditions between FT and B-E modes for load, broad range of
elution conditions
| Mobile Isocratic Isocratic Change in buffer
phase(s) composition after load
which causes elution.
[0068] Weak partitioning mode can also be distinguished from bind-elute and flow-

.through modes by their chromatograms, as shown in Figure 3. At first, the chromatograms

for flow-through and weak partitioning modes may seem quite similar — the product is

recovered in the colurn effluent and wash fractions, under isocratic conditions. However,

subtle, but meaningful distinctions exist in the chromatograms which can be used to
distinguish these modes, as shown in Figure 4. There is a delay in the initial breakthrough
-profile (> 0.1 column volumes or CV) for weak partitioning mode compared to flow-through

-mode. There is a slower washout profile in weak partitioning mode, A small strip peak

containing product may be present (which corresponds to the resin still binding 10 ~ 50% of

the load product concentration after the wash stage), which can be recovered from the resin
by applying a 1~ 5 CV wash after the load under isocratic conditions subsequent to recovery

.of the column effluent during the load cycle.
Figure 5A shows the general trends in contaminant LRV for various levels of

~ [0069]

product partition coefficient values. Contaminant LRVs are relatively low at Kp conditions
corresponding to flow-through operations. Operating under conditions of increasing Kp
significantly increases LRVs in the column effluent fractions prior to contaminant
breakthrough. As shown in the examples, operating at higher Kp values improves the
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contaminant LRVs by as much as 2 logs from those corresponding to the standard flow-
through conditions. .

[0070] Increasing Kp typically increases both the product as well as contaminant
binding to the resin. The stronger binding of the contaminant at higher Kp leads to a greater
LRYV in the column effluent fractions prior to contaminant breakthrough. However, the loal{d'
challenge at the point of contaminant breakthrough decreases with increasing Kp as the |
product begins to compete with the contaminant for the binding sites on the resin, as
schematically represented in Figure 5A by the high Kp curve. The weak partitioning region
'therefore corresponds to an operating window that balances the improvement in contaminant
LRV with column capacity requirements for a given separation.

[0071] The upper Kp limit for weak partitioning chromatography is also dependent on
the column load challenge as shown in Figure 5B. The partition coefficient has no impact on
product recovery at values bordering flow-through conditions. The product recovery begins
to drop at high Kp‘values where the isocratic wash conditions are is not effective at washing
the bound product off the column in a reasonable number of wash volumes. The extent of
product loss due to ineffective washout is sensitive to load challenge, as well as the nature
and proportion of contaminant in the load. Thus, the Jower limit of the WP region is defined
by requirements of contaminant removal, while the upper limit for a given load challenge is
.defined by constraints of product recovery or capacity.

[0072] In one or more embodiments of the invention, optimal weak partitioning
conditions may be identified using the following sequence of experiments, as shown in
Figure 6:

(i) Peiform a HTS screen (or standard batch binding experiments) to determine product
partition coefficients K; as a function of operating conditions. Identify operating
window corresponding to the weak partitioning region (0.1<Kp<20) from these
experiments.

(ii) Preferably, after identifying the weak partitioning region, one can perform scouting &

“runs on a small scale column at a load challenge similar to those used for standard
flow-through operation (approximately 50 mg/mL). One can further fine-tune the
weak partitioning operating window based on contaminant removal and product
recovery values from these experiments.

' (iii) More preferably, one can then generate contaminant breakthrough data for a few Kp

conditions within the weak partitioning region. Based on these results, select an
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optimum partition coefficient in the weak partitioning region that provides the highest
removal of contaminants at an acceptable load challenge.
(iv) One can then most preferably perform weak partitioning chromatography runs under

optimal K;, conditions and further fine-tune the load challenge and wash volumes as

- needed to obtain optimal recovery and contaminant removal. '
[0073]. One of skill in the art could use these guidelines or a variation thereof to easily
define a weak partitioning chromatography step that provides enhanced contaminant removal
at comparable or higher load challenges than standard flow-through or bind/elute modes of
column operation. The general framework discussed above can, with minor adjustments if
any, be applied to develop a purification step in an ion exchange, hydrophobic interaction,
hydroxyapatite, or multi-mode system that combines elements of any or all of these
interactions.

2. Separation techniques
[0074] Weak partitioning mode may be used in conjunction with any
chromatographic resin or medium for separation of a product from impurities. In one
embodiment, the medium is a charged ion exchange medium. Ton exchange is a form of
chromatography that separates according to net charge. Separation of molecules occurs as a
result of the competition between the charged product of interest and counterions for
oppositely charged ligand groups on the ion exchange mediom. Binding interactions between
the product and an ion exchange medium depend on the net charge of the product. Net
charge is dependent on the PH and ionic strength of the medium, which affecté the different
charge characteristics of amino acids and other components on the exposed surface of the
product molecule(s) of interest. _
[0075] Ion exchange resins that may be used in the invention include anion exchange
resins and cation exchange resins. Anionic exchange resins may employ substituents such as
diethylaminoethyl (DEAE), trimethyalaminoethyl (TMAE), quaternary aminoethyl (QAE)
and quaternary amine (Q) groups. Cationic exchange may employ substituents such as
carboxymethyl (CM), sulfoethyl (SE), sulfopropyl (SP), phosphate (P) and sulfonate (S).
Cellulosic ion exchange resins such as DE23, DE32, DE52, CM-23, CM-32 and CM-52 are -
available from Whatman Ltd. Maidstone, Xent, U.K. Sephadex-based and cross-linked ion
exchangers are also known. For example, DEAE-, QAE-, CM-, and SP-Sephadex, and
DEAE-, Q-, CM- and S-Sepharose, and Sepharose are all available from Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ. Further, both DEAE and CM derivatized ethylene glycol-
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methacrylate copolymer such as TOYOPEARL™ DEAE-650S or M and TOYOPEARL™
CM-650S or M are available from Toso Haas Co., Philadelphia, PA.
[0076] In certain embodiments of the invention, weak partitioning mode is used with
a hydrophobic interaction chromatography (HIC) resin for product purification. HIC is a
technique for separating molecules based on hydrophobicity. Generally, sample molecule$ in
a high salt buffer are loaded onto the HIC resin. The salt in the buffer interacts with water
molecules to reduce the solvation of the molecules in solution, thereby exposing hydrophobic
regions in the sample molecules which are consequently absorbed by the HIC medium. The
more hydrophobic the molecule, the less salt needed to promote binding. Binding
interactions between the product molecules and 2 HIC medium thus depend on conditions
such as pH, ionic strength, and salt concentrations of the medium.
[0077] Various commercially available HIC resins that can be used in the invention
include resins comprising a base matrix (e.g., cross-linked agarose or synthetic copolymer
material) to which hydrophobic ligands (e.g., alkyl or aryl groups) are coupled. Examples
include Phenyl SEPHAROSE™ 6 FAST FLOW™ (Pharmacia LKB Biotechnology, AB,
Sweden); Phenyl SEPHAROSE™ High Performance (Pharmacia LKB Biotechnology, AB,
Sweden); Octyl SEPHAROSE™ High Performance (Pharmacia LKB Biotechnology, AB,
Sweden); Fractogel™ EMD Propyl or FRACTOGEL™ EMD Phenyl (E. Merck, Germany);
MACRO-PREP™ Methyl or MACRO-PREP™ t-Butyl Supports (Bio-Rad, CA); WP HI-
Propyl (C3)™ (J. T. Baker, NJ); and TOYOPEARL™ ether, phenyl or butyl (TosoHaas, PA).
[0078] In other embodiments of the invention, weak partitioning mode is used with
hydroxyapatite chromatography for product purification. Hydroxyapatite chromatography is
a technique that utilizes an insoluble hydroxylated calcium phosphate of the formula
[Ca1o(PO4)s(OH),], as both the matrix and the ligand. Functional groups consist of pairs of
positively charged calcium ions (C-sites) and clusters of negatively charged phosphate groups
(P-sites). Binding interactions between the product and the hydroxyapatite medium depend
on conditions such as the pH, ionic strength, and excipient concentrations, such as phosphatei'vii
concentrations, calcium concentrations, arginine concentrations, glycine concentrations, and
HEPES concentrations of the medium. Various hydroxyapatite chromatographic resins are
available commercially and can be used in the invention.
[0079] In further embodiments of the invention, weak partitioning mode is used with
“an immobilized metal affinity chromatography (IMAC) resin for product purification. IMAC
is based on the interaction between chelated transition metal ions immobilized on the resin

and the imidazole side chains of histidine residues on the tagged product of interest.
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Separation of molecules occurs as a result of competition between the tagged product of
interest and counterligands for metal groups on the IMAC resin. Binding interactions
between the product and metal-charged IMAC medium depend on conditions such as
counterligand levels, such as imidazole concentrations, and ipnic strength of the medium.
Various IMAC resins are available commercially and can be used in the invention.

3. Products for purification
[0080] The invention can be used for the commercial-scale purification of various
products of interest, including naturally occurring proteins, fusion proteins, Fc-containing
proteins, immunoconjugates, cytokines, interleukins, hormones, and therapeutic enzymes. In
one embodiment, the protein undergoing purification may comprise one or more constant
antibody immunoglobulin domain(s). In one embodiment, the protein may also comprise a
single or multiple variable antibody immunoglobulin domain(s). In another embodiment, the
Fc-containing protein masr comprise an antibody. The proteins.can be derived from various
' éources, including cultured recombinant prokaryotic or eukaryotic host cell lines.
[0081] The antibody preparations of the invention can be isolated from a number of
sources including, but not linﬁped to, serum of immunized animals, ascites fluid, hybridoma
or myeloma supernatants, conditioned media derived from culturing a recombinant céll line
that expresses the antibody molecule and from all cell extracts of antibody-producing cells.
In one embodiment of the invention, antibodies from conditioned cell culture media of a
variety of antibody producing recombinant cell lines are puriﬁed. Although one may expect
some varjation from cell line to &ell line and among the various antibody products, based on
the disclosure herein, it is well within the purview of one of ordinary skill in this art to adapt
the invention herein to a particular combination of antibody protein and producing cell line.
[0082] For purposes of illustration only, this invention was applied to the purification
of several antibodies of the IgG isotype. More specifically, this invention was applied to
purification of a humanized, anti-A beta monoclonal antibody, an anti-GDFS8 antibody, and a
humanized, anti-IL-13 monoclonal antibody.
4. Loading conditions and capacities

- [0083] Before loading the fluid containing the product and impurities onto the
medium, it may be necessary to identify the region of weak partitioning by finding the
operating conditions which cause the medium to bind at least 1 mg of product per mL of

medium. In one embodiment, the operating conditions found cause the medium to bind at

least 5 mg of product per mL of medium. In another embodiment; the operating conditions - - - -
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found cause the medium to bind at least 10 mg of product per mL of medium. In other
embodiments, the operating conditions found cause the medium to bind at least 20 mg of -
product per mL of medinm. Alternatively, the weak partitioning region is identified by
finding the operating conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1. In certain
embodiments, the operating conditions found are defined by a partition coefficient in the 7
range of about 0.2 to about 20.0. In other embodiments, the operating conditions found are
defined by a partition coefficient in the range of about 0.2 to about 10.0. In yet other
- embodiments, the operating conditions found are defined by a partition coefficient in the
range of about 1.0 to about 5.0, in the range of about 0.5 to about 5.0, or in the range of about
0.5 to about 1.5. In additional embodiments, the weak partitioning region is identified by
finding the operating conditions which cause the medium to bind from at least 1 to about 70
mg of product per mL of medium and which is defined by a partition coefficient of 0.3 to 20.
[0084] One skilled in the art will recognize that the appropriate operating conditions -
* will depend on the choice of medium selected for purification of the product. In certain
embodiments, the operating conditions comprise pH levels and ionic strengths. In other
embodiments, the operating conditions further comprise salt concentrations. In yet other
embodiments, the operating bondiﬁons further comprise excipient levels, such as phosphate
concentrations and calcium concentrations. In some embodiments, the operating conditions
comprise counterligand levels, such as imidazole concentrations, and pH levels.
[0085] A screening step can be used to identify the operating conditions for weak -
partitioning mode. Such a screening step could include batch binding studies or column
-binding studies. Column binding studies could include gradient elution studies or isocratic
elution studies. For example, one skilled in the art can determine which buffer or salt is
appropriate for the particular protein being purified and for the operating conditions that are
being identified. The optimal concentration of the selected buffer or salt can then be
determined by, for example, running a gradient of the selected buffer or salt through a
column to which a load fluid comprising the product to be purified and the impurities has
been applied. Fractions of the effluent of the column can be collected and analyzed to A
determine the concentration of buffer or salt at which product binding is at least 1 mg of
product per mL of medium or alternatively, at which the partition coefficient for the product
is at least 0.1. In certain embodiments of the invention, the partition coefficient is measured
between 1 and 10 mg/mL load challenge with a phase ratio (volume of liquid to volume of

resin) of three to six in a batch binding experiment.
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[0086] Once the operating conditions are dcfexmined, the conditions of the load fluid
and/or medium can be adjusted accordingly. For example, the medium can be equilibrated by
washing it with a solution that will bring it to the necessary operating conditions of weak
partitioning mode. The load fluid may also be buffer exchanged into an appropriate buffer or
load buffer in preparation for weak partitioning mode. The load buffer can be the same of a
different buffer as the equilibration buffer.

[0087] In one embodiment, the ionic strength of the load fluid is no more than 100
mM. In another embodiment, the ionic strength of the load fluid is no more than 50 mM. In
another embodiment, the ionic strength of the load fluid is no more than 25 mM. In yet |
another embodiment, the ionic strength of the load fluid is no more than 10 mM ;
[0088] The load fluid may be passed through a separation medium that is packed i ina
‘bed column, packed in a fluidized/expanded bed column containing the solid phase matrix,
and/or jn a batch format where the solid phase matrix is mixed with the load ﬂmd fora
certain time. After the load fluid is passed through the medium, the medium is optionally
washed with a volume of essentially isocratic wash. Purified product can be obtained from
any essentially isocratic wash and pooled with the purified product from the column effluent
during the load cycle. After the optional wash step, the medium can optionally be stmpped _
and regenerated. This procedure is typically performed regularly to minimize the buildup of
impurities on the surface of the solid phase and/or to sterilize the medium to avoid
contamination of the product with microorganisms.

[0089] ngh load concentrations and load volumes are possible with weak
partitioning mode. In one embodiment, the concentration of product in the load fluid is at
least 1 mg of product per mL of load fluid, in another embodiment, the concentration of
-product in the load fluid is at least 5 mg of product per mL of load fluid, in another
embodiment, at least 50 mg of product per mL of load fluid, and in another embodlment, at
least 100 mg of product per mL of load fluid. Purified product can be recovered from up to
50 CVs of load fluid passed through the medium. |
-[0090] High load challenges are also possible with weak partitioning mode. In one
embodiment, the load onto the medium may be at a load challenge of at least 10 mg of
product per mL of medium. In other embodiments, the loading of the product onto the
medium is at least 50 mg of product per mL of medium. It certain embodiments, the loading A
of the product onto the medium is at Jeast 100 mg of product per mL of medium. n other
embodiments, the load onto the medium may be at aJoad challenge of at Jeast 500 mg of
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product per mL of medium. In yet other embodiments, the load onto the medium may be at a ,
load challenge of at least 1000 mg of product per mL of medium.

5. Removal of impurities

[0091] Weak partitioning mode has been shown to be useful for removing all types of
impurities from product preparations, including host cell proteins, nucleic acids, product
variants, including aggregated product and high molecular weight species, endotoxins,
viruses, and Protein A contaminants from prior purification steps.

[0092] In one embodiment of the invention, the concentration of host cell proteins
present in the purified product is no more than about 500 ng host cell proteins per mg of
product. In other embodiments, the concentration of host cell proteins can be reduced to no
more than 250 ng per mg of product, and in other embodiments, to no more than 100 ng per
mg of product. In certain embodiments, the log removal value of host cell proteins is at least
1.0, in other embodiments, the log removal value of host cell pfoteins is at least 2.0, and in
other embodiments, the Iog:removal value of host cell proteins is at least 3.0.

[0093] In one embodiment of the invention, the concentration of Protein A present in
the purified product is no more than about 100 ng Protein A per mg of product. In some
embodiments, the concentration of Protein A can be reduced to no more than 50 ng per mg of
product, and in other embodiments, to no more than 10 ng per mg of product. In certain
embodiments, the log removal value of Protein A is at least 1.0, and in other embodiments,
the log removal value of Protein A is at least 2.0, and in other embodiments, the Iog removal
value of Protein A is at least 3.0,

[0094] In another embodiment of the invention, viral impurities are removed from the
purified product. In certain embodiments, the log removal value of viruses is greater than
1.0, in other embodiments, greater than 2.0, and in other embodiments, greater than 3.0.

[0095] In some embodiments of the invention, nucleic acid impurities are removed
from the puriﬁéd product. In certain embodiments, the amount of nucleic acids present in the
purified product‘ can be reduced to no more than 1 ng nucleic acids per mg of product. b
[0096] In additional embodiments, the concentration of protein variants in the

purified product is no more than about 10%. In some embodiments, the concentration of
protein variants can be reduced to no more than about 5%, in some embodiments, to no more
than 2%, and in some embodiments, to no more than 0.5%.

[0097] Under the stringent binding conditions of weak partitioning mode, the

separation medium removes at least 90% of host cell protein, nucleic acid, protein variant,
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endotoxin, and Protein A impurities. In some embodiments, the medium removes at least
99% of the impurities, and in other embodiments, the medium removes at least 99.9% of the
impurities.
6. Additional optional steps

[0098] The purification method of the invention can be used in combination with ¥
other protein purification steps. In one embodiment of the invention, one or more steps
preceding the weak partitioning step may be desirable to reduce the load challenge. In
another embodiment of the invention, one or more purification steps following the weak
partitioning step may be desirable to remove additional contaminants or impurities.
[0099] The weak partitioning purification procedure descﬁbed may optionally be
combined with other purification steps, inclliding but not limited to, Protein A
chromatography, affinity chromatography, hydrophobic interaction chromatography,
immobilized metal affinity chromatography, size exclusion chromatography, diafiltration,
ultrafiltration, viral removal filtration, and/or ion exchange chromatography. The optional
purification steps preceding and/or following the weak partitioning step may also be operated
in weak partitioning mode, or in other modes, such as bind-elute mode or ﬂdw—through mode.
[0100] In one embodiment, prior to the weak partitioning purification step, the
harvest media may optionally be initially purified by a Protein A chromatography step. For
example, PROSEP-A™ (Millipore, U.K:), which consists of Protein A covalently coupled to
controlled pore glass, can be employed. Other useful Protein A formulations include Protein
A Sepharose FAST FLOW™ (Amersham Biosciences, Piscataway, NI), TOYOPEARL™
650M Protein A (TosoHaas Co., Philadelphia, PA), and MABSELECT™ columns
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

7. Zwitterionic buffers used in tandem with Protein A chromatography and
ion exchange chromatography
[0101] In certain embodiments, a product-containing fluid is eluted from a Protein A
column using an elution buffer of low idnic strength. The pH and conductivity of the .i
product-containing fluid is then adjusted using a neutralization buffer, which results in no
more than 20mM of the ionic strength of .the product-containing fluid. The resulting load
fluid is then passed through an anion exchange medium or hydroxyapatite medium operating
under conditions of weak partitioning mode. In certain embodiments, the load fluid is passed
through an anion Vexchan’ge medium without the need for diafiltration. In some embodiments,
the pH and conductivity of the product-containing fluid is adjusted using a neutralization

buffer which results in no more than 40mM of the ionic strength of the product-containing
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fluid. In other embodiments, the pH and conductivity of the product-containing fluid is
adjusted using a neutralization buffer that results in no more than 60mM of the ionic strength
of the product-containing fluid. In yet other embodiments, the pH and conductivity 6f the
product-containing fluid is adjusted using a neutralization buffer that results in no more than
80mM of the ionic strength of the product-containing fluid. 4
[0102] Buffers that can be used for elution from the Protein A column include buffers
comprising molecules with a charged anionic group with a pKa of 2-5. Such elution buffers
could further comprise molecules with a charged cationic group with a pKa of 6.5-10. In
one embodiment, the elution buffer comprises molecules which are zwitterions at pHs
between 4 and 9, such as glycine; 1,4-piperazinebis-(ethanesulfonic acid); glycylglycine;
cyclopentanetetra-1,2,3,4-carboxylic abid; N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic
acid; 2-(N-morpholino)propane-sulfonic acid; N-tris(hydroxylmethyl)methyl-2-aminoethane
sulfonic acid; N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid; 4-(2-hydroxyethyl)-I-
piperazinepropane sulfonic acid; N-tris(hydroxymethyl)methylglycine; glycinamide; N,N-
bis(2-hydroxyethyl)glycine; N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminopropane sulfonic acid; or
N-glycyl-glycine. ’
(01031 The elution of a Protein A column with a zwitterionic buffer provides the
advantage of low ionic strength upon some degree of neutralization. The low ionic strength
of the buffer does not adversely impact the operation of subsequent jon exchange columns,
including hydroxyapatite columns. High levels of ionic strength will decrease the binding of
impurities to ion exchange columns, which may decrease the overall efficiency of the
purification. Lower ionic strength solutions are preferred for loads onto ion ex'change
columns, as the jonic strength can be raised easily with the addition of concentrated salt
solutions; decreasing the ionic strength of solutions is not facile. Surprisingly, there exist
buffers that have a low pKa that allow use at low pH levels useful in Protein A elution steps,
but that also have a second pKa that allow use at higher pH levels useful in ion exchange
chromatography; these buffers, if used at a proper second pH, have little effective charge
during the operation of the ion exchange step subsequent to the Protein A step.
[0104] A zwitterionic buffer that has a pKa near that of the elution pH preferred for
Protein A (between pH 2 and 5, preferably between 2.5 and 4.0) allows the buffer to be used
to maintain the pH near the buffer’s pl and to elute the column. Zwitterionic buffers that also
‘have a pKa near that of the operation of a subsequent ion exchange column (pH 5.5 to 11)
would allow the buffer to control the pH in this pH range as well as in the Protein A elution

pH range. The use of a single compound for both elution of the Protein A column at low pH
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and for maintenance of the higher pH useful in ion exchange chromatography simplifies the
operation of both steps, and also simplifies the composition of the product pool after
neutralization, _

[0105] In a further embodiment of the invention, a zwitterionic buffér with pKal and
pKa2 can elute a Protein A column at pH levels within one pH unit of pKal. FRurther, if the
Protein A pool is neutralized with a basic solution of the zwitterionic buffer to a second pH
within one pH unit of pKa2, the zwitterionic buffer will be able to maintain the pH of the
solution. If the second pH is below that of pKa2, the buffer remains zwitterionic and
contributes little to the overall ionic strength of the solution. For example, a zwitterionic
buffer with concentration x at a pH equal to the pKa2 will contribute to the overall ionic
strength only x/2. A zwitterionic buffer with concentration x at 1 pH unit below the pKa2 of
the buffer will have a ionic strength of one-tenth of x. This reduction in jonic strength is
significantly useful for operation of ionic exchange chromatography. '

[0106] The existence of buffers that have a pKal useful for elution of Protein A
columns and a pKa2 useful for operation of ion exchange chromatography is not obvious, in
that the pKal of these buffers is not commonly reported. Buffers are commonly used at pH
levels near that of pKa2, and are not known by those skilled in the art of chromatography to
be useful for elution from a Protein A column. Further, while the utility of these buffers for
elution from Protein A chromatographic columns is not generally realized, it is also not
realized that these zwitterionic buffers would have additional utility as buffers for ion
exchange columns subsequent to Protein A columns because they contribute less ionic

strength to the neutralized Protein A pool.

C. Examples
The following examples are offered for illustrative purposes only.

[01077 = Examples are provided for three modes of chromatography (anion exchange,
hydrophobic interaction, and hydroxyapatite), using three different monoclonal antibodies. ;
Four separate series of experiments are described, each representing a different pairing of the
chromatography mode and the monoclonal antibody to be purified. The initial screening
studies are presented first, which determine the partition coefficient and/or the concentration
of product bound to the resin under various solution conditions, thus defining the operating
regions of weak partitioning (WP) and flow-through (FT) modes. Several column studies are

then summarized, with data on product recovery and impurity removal. The product
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recoveries are excellent for the WP column runs, and the impurity levels are lower than in the
corresponding FT studies. The WP runs were conducted with higher load challenges to the
resin than the FT studies.

[0'108] The levels of Protein A residuals in the test samples were measured using a '
Protein A enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The amount of high molecular
weight aggregate was measured using an analytical size exclusion chromatography (SEC)
assay. The levels of host cell proteins (HCPs) were measured using a HCP ELISA. All
screening and column studies were conducted atroom temperature,

Series 1 — Anion Exchange using TMAE-HiCap (M) and Mab-AAB

Experiment 1.1- High throughput screen to establish WP and FT conditions

[0109] A high throughput screen (HTS) was performed to identify the weak
partitioning and flow-through conditions for Mab-AAB with TMAE-HiCap (M) medium.
This screen varied the concentration of sodium chloride and pH to'determine their effect on
the extent of binding of MAB-AAB and process related impurities (Protein A and HCP) to
the TMAE medium. » ,

[0110] = 50uL of TMAE HiCap medium was added to each well of a 96 well filter
plate. Each well was equilibrated in solutions made up S0mM glycine and a variable amount
of Tris buffer (depending upon the amount needed for neutralization to the pH specified in
Table 1.1.1) and sodium chloride (specified in Table 1.1.2). The pH ranged from 7.6 to 9.0
and the sodium chloride ranged from OmM to 80mM.

[0111] The buffer solutions used in each row were diluted on an automated pipetting
system (Tecan 100 RST). The stock solution for the buffers were made from 500mM glycine
acidified with HCI to pH 3.0, and subsequently neutralized with 2M Tris Base to the pH
levels indicated in Table 1.1.1. This titration resulted in a level of Tris that depended upon
the pH of the buffer. The buffer pH was measured at a 1 to 10 dilution of the stock buffer
concentration, which corresponded to the dilution made by the automated pipetting systerh.
As a result of the glycine acidification to pH 3.0, the buffer contributes about 10mM of ionici
strength to the final solution. Two load challenges were made to the resin: Smg/mL to
measure the partition coefficient, K, and 122 mg/ml, to measure the capacity of the resin for
removal of impurities and the bound product, Q, in equilibrium ‘with a protein solution at a

concentration approximately equal to the column load concentration.
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Table 1.1.1: Buffer type and pH target in each well

- All columns

50mM Glycine, 8.8mM Tris, pH 7.6
50mM Glycine, 13.6mM Tris, pH 7.8
30mM Glycine, 16.0mM Tris, pH 8.0 .
50mM Glycine, 19.6mM Tris, pH 8.2
50mM Glycine, 28.4mM Tris, pH 8.4
50mM Glycine, 37.2mM Tris, pH 8.6
50mM Glycine, 64.0mM Tris, pH 8.8
50mM Glycine, 100mM Tris, pH 9.0

Hiai=imlolalw| >

Table 1.1.2: NaCl levels (in mM) and protein challenges (mg/mL) in each well

All Rows] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NaCl 3 »
(mM) 0 10 20 40 60 80 0 10 20 40 { .60 80
MAB- : : .
AAB 5 5 5 5 5 5 132 | 132 | 132 | 132 | 132 | 132

(ngv 'mL)

[0112] In the first stage of the HTS experiment, each well was equilibrated in the
conditions of NaCl and pH as described in Tables 1.1.1 and 1.1.2 in a phase volume ratio of
6:1 (300uL. solution: 50uL, resin). The plate was shaken for 20 minutes, allowing equilibrium
to be reached. The solution was then removed by centrifuging the filter plate. This
equilibration cycle was repeated three times.

[0113]  Inthe second stage, the resin in each well was challenged with a concentrated
MAD-AAB solution to 5 mg/mL of resin with a volume ratio of 6:1 (300uL solution: SOul,
resin) at the appropriate NaCl concentration and pH. A 36mg/mL solution of Mab-AAB in
1mM HEPES, 10mM NaCl, pH 7.0 spiked with 300ppm of Protein A was used as.stock
solution. The loaded plate was'shaken for 20 minuteé, allowing the resin and solution to
equilibrate. The supernatant was removed from the filter plate by cenuifugaﬁon and
collected into a collection plate. The protein concentration in the supernatant in each well .
was determined by absorbance at A280nm.

[0114] In the third stage, resin was washed by adding solutions of the specified NaCl,
and pH conditions listed in Table 1.1.2. The supernatant was removed after shaking for 20
minutes. In the fourth stage, 2M NaCl was added to remove the remaining protein that was
bound to the resin. The partition coefficients were calculated for each well using the mass

~ eluted from étages 3 and 4 and the product concentration from stage 2, and are shown in
Table 1.1.3. A contour plot of the log of the partmon coefficient as a function of pH and

chloride is shown in Figure 7.

24



{‘4 nan ’)
WO 2006/699308 PCT/US2006/008919

Table 1.1.3: Partition Coefficients (K) for the 96 well HTS screen for MAB-AAB
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
022 | 032 | 035 {017 | 024 | 023 {021] 024 | 021 | 019 [ 017 | 0.16
037 | 036 | 038 |025| 024 | 008 {028 026 | 022 | 024 | 018 | 0.16
063 | 048 | 047 | 027 | 015 | 0.20 | 031 ] 028 | 026 | 020 | 023 | 0.16 |
124 | 112 | 0.68 1036 | 030 | 0.17 | 042 | 039 | 034.] 023 | 023 | 0.18 |©
3.24 | 189 | 1.05 1059 | 035 | 0.15 | 068 ] 058 | 041 | 020 | 021 | 0.18
837 | 337 | 156 ] 061 )| 031 | 032 [087] 074 { 051 | 032 | 025 | 021
1836 | 949 | 3.16 | 0.82 | 049 | 034 | 091 | 0.88 | 0.69 | 039 | 024 | 020
125.73] 23.79 | 6.58 | 1.23 ] 058 | 043 [ 1.18 ]| 102 | 078 | 042 | 027 | 0.24

HlQ=i|oia|=|»

[0115] As shown in Table 1.1.3, the Kp value can be used to describe regions where -
MAB-AAB binds to the TMAE medium with different strengths. These regions are more
clearly visualized in Figure 7. The strength of MAB-AAB binding to TMAE medium can be
manipulated by varying conditions of pH and chloride concentration into flow-through
(K=<0.1), weak partitioning (0.1<K<20), and binding zones (K=>20).

[0116] - The supernatant from the load stage of all wells from each zone were sampled
and submitted for Protein A analysis. The assay results of these samples are summarized in
Table 1.1.4. There is a region of pH and conductivity where the TMAE chromatography step
provides very significant removal of Protein A with limited protein loss to the resin. This
region was found to be closely correlated to the partition coefficient value, Kp, and not any
specific pH or chloride concentration (see Figure 8).

Table 1.1.4 Protein A Log Removal Values (LRYV) for MAB-AAB binding data from HTS screen
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

211 | 189 | 212 | 185 1.22 | 1.00 | 1.63 | 1.02 | 1.00 | 0.92 [ 0.85 | 1.02

279 | 237 | 242 | 196 | 1.23 | 1.13 | 177 | 1.81 { 122 | 0.85 | 0.94 | 1.52
>3.05 | >3.03 | 274 | 2.16 | 137 | 1.1t | 225 215 | 1.96 | 1.16 | 1.06 | 0.95
>3.41 | >2.98 | >3.06 | 2.50 | 1.94 | 1.18 | 3.39 | 3.11 | 257 | 141 | 1.02 | 0.89
>2.87 | >2.93 | >3.01 {>2.95| 2.13 | 1.75 |>3.09] 3.27 | 3.09 | 1.66 | 1.89 | 0.99
>2.64 | >2.89 | >2.99 [>3.11] 229 | 1.82 |>3.07]| >3.11 [ >3.15| 2.19 | 1.24 | 0.84
>2.33 | >2.58 | >2.89 {>3.07] 241 | 2.14 |>3.09] >3.11 | >3.14 | 2.80 | 1.46 | 0.85
>1.63 | >2.36 | >2.76 |>3.01| 2.86 | 2.37 |>2.98] >3.05 | >3.15 | 3.16 | 345 | 0.85

HiQ=s{oinw|>

o T

Experiment 1.2 — Column runs under flow-through conditions

[0117] The following experiment was performed in the flow-through (FT) mode, _
where the Mab-AAB interacts only very weakly with the column. Two runs were performed
with load challenges of 110 mg/ml and 200 mg/ml.of resin.
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[0118] For all TMAE (HiCapM) anion exchange chromatography runs described in
the Series 1 experiments, the following conditions were nsed (exceptions are noted in the

individual experimental descriptions).

Operational flow rate — 150 - 300 cm/hr
Equilibration 1 - 50 mM Tris, 2.0 M NaCl, pH 7.5 (5 column volumes)
Equilibration 2 - as specified, approximately equivalent to the load pH and chloride

content
Post load wash — as specified, approximately equivalent to the load pH and chloride

content
Strip buffer - 50 mM Tris, 2.0 M NaCl, pH 7.5 (5 column volumes)

Mabselect Protein A Chromatographv

[0119] The culture containing the monoclonal antibody was purified at Pilot scale
using a MabSelect column (2,389 mL) connected to a Millipore K-prime 400
chromatography system. A Mabselect Protein A column was equilibrated with 5 column
.volumes of 50 mM Tris/150 mM NaCl, pH 7.5 at a flow rate of 300 cm/hr. The column was
then loaded at a load of approximately 40 mg product/ml resin. This was followed by a 5CV
wash in IM NaCl, 50mM Tris, pH 7.5 and a 5CV wash containing 10 mM Tris, 75mM NaCl,
pH 7.5 wash. The column was then eluted using 50 mM glycine, 75mM NaCl, pH 3.0. The
product pool was neutralized to PH 7.6 using 2M Tris pH 8.5. The neutralized peak had a

chloride concentration of approximately 90mM.

TMAE HiCap (M) Chromatoggaghy

[0120] The neutralized Protein A pool was further purified over the TMAE step with
the equilibration, load, and wash solutions at PH 7.5 with 50 mM Tris and 75 mM sodium
chloride. 5 column volumes of wash were used. The column dimensions and load challenges
for these two studies were: Run 1: 7.0 cm diameter x 20.6 cm bed height (volume ~ 793 mL.)
with a load concentration of 11.9 mg/mL, and Run 2: 7.0 cm diameter x 13 cm bed height
(volume - 500 mL) with a load concentration of 17.6 mg/mL.

[0121] These load conditions were in the flow-through (FT) region (Table 1.2.1).
Batch binding studies were used to measure the partition coefficient (Kp) and the bound
product was determined by protein in the column strip by using UV absorbance. This meth_od
of determining the bound product typically underestimates the amount of product bound
during the load due to isocratic elution of the product Quring the wash. The levels of Protein

A, HCP and HMW in the load and product pool were measured, and the extent of removal
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calculated. The results are presented in Table 1.2.1. There is poor removal of Protein A and
HMW, and modest reduction in HCP levels.

Table 1.2.1: Removal of HCP, Protein A, and HMW under flow-through conditions

=
I Load Partition - ey R 7
‘Run | Challenge Coefficient Boun_d Prod}xct_ HCP A.'Protean ‘1 HMW | Recovery
| (mg/m (Kp) (mg/mLresin) | (LRV) |*@ (LRV) | (Fold) | (%)
1 110 0.17 14 2.3 0.1 - 96
2 200 0.17 33 2.0 <01 1.5 96

* Impurity levels were 38.5 ppm ProA and 51,943 ppm HCP (Run 1), 8.8 ppm ProA and 25,398 ppm HCP (Run
2).

Experiment 1.3— Column runs under weak partitioning conditions (high product challenge)

TMAE (HiCap M) Anion exchange Chromatography

[0122] Several Mabselect Pfotein A runs were performed essentially as described in
Experiment 1.2 to generate the load material for these runs. The partially purified antibody
pool from the Protein A step was further purified over the TMAE column. The load to the
- TMAE column.was in 50mM Tris, pH 8.2. The column diameter was 0.5 cm and the bed
height was 10 cm bed height (volume — 2.0 mL). The column was challenged to a load of
500 mg/mL resin, with a load concentfation of 27.7 mg/mL.
[0123] The column was equilibrated with 5 column volumes of a solution containing
50 mM Tris, 2M NaCl pH 7.5 followed by another equilibration step comprising a 50 mM
Tris, pH 8.2 solution. The column was then loaded to 500 mg product/ml resin with the
neutralized Protein A peak from the previous step and the product was recovered in the
column effluent during the load cycle and some column volumes of the wash fraction.
[0124] These load conditions are in the weak partitioning region. Batch binding
studies were used to measure the partition coefficient (Kp), and product binding at high
protein concentrations. At pH 8.2, and an approximate chloride content of 12 mM, the ‘
partition coefficient, Kp, is estimated to be 1.9 (from interpolation of the dataset from the b
HTS screen).
[0125] The levels of HCP and Protein A were measured in three fractions during the
loading stage representing load challenges of approximately 250, 375, and 500 mg/ml of
. resin. The results from experiment 1.3 are presented in Téble 1.3.1. These results
demonstrate that very high product challenges can be achieved in weak partitioning mode,
without breakthrough of impurities. Excellent reduction in both HCP and Protein A was
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achieved, along with 50% reduction in HMW content. In comparison to the results for
operation in the flow-through mode in Table 1.2. 1, the removal of impurities was much better

in the weak partitioning mode.
Table 1.3.1: Removal of HCP, Protein A and HMW for a 500mg/mL TMAE load challenge ¥
Barly fraction Middle fraction Late fraction Final product pool
(250 mg/ml) (375 mg/ml) (500 mg/ml) (ppm)
Residual HCP ppm . :
(ng/mg product) <76 . <716 . <76 <76
HCP Log Removal
Value (LRV) >335 >3.5 >35 >35
Residual Protein A
ppm (ng/mg 0.3 Not determined 0.1 0.6
product) . .
ProA Log Removal ‘ .
Value (LRV) 2.9 Not determined 23 25
' _HIMw . Not determined Not determined Not determined 2 fold removal

* The impurities in the load were 25,398 ppm of HCP, 99.5 ppm of Protein A, and 2.3% HMW.

Experiment 1.4 — Column runs under weak partitioning conditions (robustness studies)

_ [0126] To further confirm the performance of the TMAE column in the region of
weak partitioning, several runs were designed vafying the pH and NaCl concentration in the -
load to test process robustness. All runs were performed at a load challenge of 250 mg/ml
resin. Several Mabselect Protein A runs were performed essentially as described in
Experiment 1.2 to generate the load material for these runs. The only factor varied in those
nins was the sodium chloride concentration in the Protein A elution, which was varied to
match the NaCl concentration in the TMAE load for a particular experiment. The columns
were equilibrated with Equil 2 buffers and washed with Wash buffers which had
approximately the same pH and sodium chloride content of the load,

[0127] These load conditions are in the weak partitioning region. Batch bmdmg
studies were used to measure the partition coefficient (Kp). The runs are ranked by the :
partition coefficients listed in Table 1.4.1. The bound product was determined by measuring s
the protein in the column strip usinig UV absorbance, and ranges from 7.8 — 25.3 mg/mL. .

Protein A, HCP and HMW results from these experiments are also presented in Table 1.4.1.
The removal of all impurities was found to be robust in operating ranges which cover 13.5-
38.8 mM total chloride and pH 7.8 - 8.4.
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Protein A, and HMW in weak partitioning

mode
HCPin | Protein . .
NaCl Bound . Protein
Concentration? | Kp | Product | pH (Il;“n‘l’) Ain (ﬁf\‘;) A H(P“:,g Recovery
(mM) (mg/mL) P (opm) IRV) (%)
38.8 0.26 94 7.8 26,391 | 493.5 3.7 1.8 2.0 92
13.5 0.41 79 7.8 12,821 69.2 3.3 >19 1.8 87
274 0.50 8 8.0 23,465 252 3.6 2.2 32 91
18.5 0.73 7.8 8.0 21,626 308 3.7 >3.2 29 90
- 23.5 0.80 9.5 8.1 18,004 343 3.2 >3.2 3.5 94
27.7 0.86 95 8.2 24,821 280 3.6 >3.2 2.6 99
18.5 1.48 10 8.2 17,669 252 3.7 >3.1 39 95
22.0 5.35 25.3 8.4 29,293 533 3.6 >2.9 23 90
* Impurity levels were 38.5 ppm ProA and 51,943 ppm HCP (Run 1), 8.8 ppm ProA and 25,398 ppm HCP (Run
2),
+ includes the Cl- fon contribution from NaCl, buffers and titrants
Summary
[0128] From this study, it can be seen that Protein A removal (LRV) varies strongly

with Kp, while HCP LRV is excellent at all the values of Kp at or above 0.26, but much
reduced at Kp = 0.17 (under flow-through conditions). Host cell protein removal is over one

log lower for flow-through conditions compared to weak partitioning conditions, even for a
reduced load challenge. The bound product ranges from 7.8 - 25 mg/mL for these weak
partitioning conditions on this combination of resin and monoclonal antibody. The partition

coefficient appears to be optimal between 0.41<Kp<5.4. It does not appear to be optimal at
Kp=0.17 and a bound product of 1.4 -3.3mg/mL, the conditions of Experiment 1.2,

Series 2— Anion Exchange using TMAE-HiCapM and Mab-IMA

Experiment 2.1~ High throughput screening to establish WP and FT conditions

[0129] A high throughput screen (HTS) was performed to identify the weak
partitioning and flow-through conditions for Mab-IMA with TMAE-HiCap (M) medium.
This screen varied the concentration of sodium chioride and pH to determine their effect on
the extent of binding of MAB-IMA and process related impurities (Protein A and HCP) to the
TMAE medium. 100pL of TMAE HiCap medium was added to each well of a 96 well filter
plate. Each well was equilibrated in solutions made up of 25mM buffer no more than 1 pH
unit away from the buffer pKa (Table 2.1.1) and the appropriate level of sodium chloride
(Table 2.1.2). The pH ranged from 7.00 to 8.75 and the sodium chloride concentration
rang_ed from 1mM to 190mM.
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All buffers were titrated to the target pH using 12M HClL. As a result of
different buffering species required different levels of titrant, the chloride concentration

varied from well to well depending on which buffer was used for that well.. The amount of

Cl- needed to titrate the buffer to the target pH was calculated using the Henderson-

Hasselbach equation and added to the total Cl- contributed from both the NaCl and the

amount in the load material. The calculated Cl- level for each well in the experiment is listed

in Table 2.1.3.

Table 2.1.1: Buffer type and pH target in each well

All columns
A |  Bthanolamine (pH = 8.75)
B Tris (pH = 8.5)
C Tris (pH = 8.25)
D Tris (pH = 8.0)
E Tris (pH = 7.75)
F Tris (pH = 7.5)
G Bis-Tris (pH = 7.25)
H Bis-Tris (pH = 7.0)
Table 2.1.2: NaCl levels iin each well (in mM)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
At b Vs L ao| 1s [ 25 {35 | so| 75 | 100 125 | 150 | 100
rows
Table 2.1.3: Cl- levels in each well (in mM)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 22 26 31 36 46 | 56 71 96 121 146 171 211
B 8 12 17 22 32 42- 57 82 107 132 157 '} 197
C 11 15 20 25 35 45 60 85 110 135 160 | 200
D 15 19 24 29 39 49 64 89 114 139 164 204
E 18 22 27 32 42 52 67 92 117 142 167 | 207
F 21 25 30 35 45 55 70 95 120 145 170 210
G 8 12 17 22 32 42 57 82 { 107 132 157 197
H 11 15 20 25 .35 45 60 85 110 135 160 200
[0131} In the first stage of the HTS experiment, each well was equilibrated in the

..conditions of NaCl and pH as described in Tables 2.1.1 and 2.1.2 in a phase volume ratio of

3:1 (300uL solution: 100uL resin). The plate was shaken for 20 minutes, allowing
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equilibrium to be reached. The solution was then removed by centrifuging the filter plate.
This equilibration cycle was repeated three times. |

[0132] In the second stage, the resin in each well was challenged with a concentrated
MAbB-IMA solution to 3 mg/mL.of resin with volume ratio of 3:1 (300uL, solution:iOOqL,
resin) at the appropriate NaCl concentration and pH. A 30mg/mL sblution of Mab-IMA i!n
1mM Mes, 15mM NaCl, pH 6.5 with 300ppm of Protein A was used as stock solution. The
loaded plate was shaken for 20 minutes, allowing the resin and solution to equilibrate. The
supernatant was removed from the filter plate by centrifugation and collected into a collection
plate. The protein concentration in the supernatant in each well was determined by
absorbance at A280nm. Any decrease in Protein A and/or HCP levels indicates a condition
conducive to purification, _
[0133] In the third stage, resin was washed by adding solutions of the specified NaCl
and pH conditions listed in Table 2.1.2. The supernatant was removed after shaking for 20
minutes. In the fourth stage, 2M NaCl was added to remove the remaining protein that was
bound to the resin. The partition coefficients were calculated for each well using the mass
cluted from stages 3 & 4 and the product concentration from stage 2, and are shown in Table
2.1.4. A contour piot of the log of the partition coefficient as a function of pH and chloride is

shown in Figure 9.

Table 2.1.4: Partition Coefficients (Kp) for the 96 well HTS screen for MAB-IMA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 345 20.2 114 | 7.2 3.5 1.8 0.8 0.4 0.3 03 0.2 0.2
B| 97.1 424 193 | 99 4.3 2.2 1.0 04 0.3 0.2 0.2 0.2
Ci 148 9.4 5.8 4.2 2.0 1.1 0.5 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2
D| 1.8 1.6 1.3 1.0 0.7 0.5 04 0.2 0.2 02 0.2 0.2
E| 07 0.7 0.7 0.6 04 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
F| 04 04 0.4 04 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
G| 02 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Hf 02 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
[0134] As shown in Table 2.1.4, the Kp value can be used to describe regions where

MAB-IMA binds to the TMAE medium with different strengths. These regions are more
clearly visualized in Figure 9. The strength of MAb-IMA binding to TMAE medium can be
manipulated by varying conditions of pH and chloride concentration into flow-through
(Kp<0.1), weak partitioning (0.1<Kp<20), and binding zones (Kp>20).

[0135] The supernatant from the load stage of several wells from each zone were
sampled and submitted for Protein A analysis. The load had 300 ppm of Protein A. The

assay results of these samples are summarized in Table 2.1.5. There is a region of pH and
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conductivity where the TMAE chromatography step provides very significant removal of
Protein A with limited protein loss to the resin. This region is found to be closely correlated
to the partition coefficient value, Kp, and not any specific pH or chloride concentration,

Table 2.1.5 Protein A residual levels and MAB-IMA binding data from HTS screen

P Prata
P D {pred A (D

8.5 12 424 <28 -BLOQ
8.5 32 43 <7—BLOQ
825 | 35 2.0 <5-BLOQ
835 | 45 113 <4 - BLOQ
8.0 39 0.7 <4—BLOQ
825 | 60 0.5 <4—BLOQ
775 | 42 0.4 <4-BLOQ
7.5 45 0.3 35
8.0 64 0.3 63
825 | 110 - 03 190
725 | 32 0.2 90
8.0 89 0.2 177
875 | 121 0.3 217
775 |92 02 187
75 | 120 0.2 219
725 | 107 | 0.2 224

Predicted Kp values are derived from a response surface fit to the HIS screen, and subsequent
prediction of the Kp based on this regression model.

Experiment 2.2 — Column runs under FT conditions using TMAE-H{CapM and Mab-IMA

[0136] The following experiment was performed in the flow-through (FT) mode,
where the Mab-IMA interacts only very weakly with the column. Four runs were conducted,
with product challenges of 109 — 275 mg/ml of resin,

TMAE (HiCap M) anion exchange chromatography

[0137] For all TMAE (HiCapM) anion exchange chromatography steps described in
the Experiment 2 series, the following conditions were used (exceptions are noted in the

individual experimental descriptions).

Operational flow rate — 150 - 300 cm/hr

Equilibration 1 — 50 mM Tiis, 2.0 M NaCl, PH 7.5 or 8.0 (5 column volumes)
Equilibration 2 — 75mM NaCl, 50 mM Tris, PH 7.5 (runs 3 and 4 contained 50mM
Glycine) _

Post load wash — 75mM NaCl, 50 mM Tris, PH 7.5 (runs 3 and 4 contained 50mM
Glycine) .

Strip buffer - 50 mM Tris, 2.0 M NaCl, PH 7.5 or 8.0 (5 column volumes)
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[0138] Several Mabselect Protein A runs were performed essentially as described in
Experiment 1.2 to generate the load material for these runs. The partially purified antibody
pools from the previously described Protein A step were further purified over the anion
exchange step in a flow-through (FT) mode. Column diameters ranged from 1.0 - 3.2 cm and
the column heights were 7.2 - 8.5 cm. »

[0139] The columns were equilibrated with 5 column volumes of a solution
containing 50 mM Tris, 2M NaCl pH 7.5 followed by another equilibration step comprising a
50 mM Tyis, pH 7.5 solution. The columns were then loaded to between 109mg/mL and
275mg/mL with the partially purified Protein A peak and the product was recovered in the
column effluent during the load cycle and some column volumes of the wash fraction.

(0140] These load conditions were in the flow-through (FT) region. The high
throughput screen described in Experiment 2.1 provideé estimates for the value of the
partition coefficient (Kp) under these conditions of pH and chloride concentration. The runs
are ranked by the partition coefficients listed in Table 2.2.1. The bound product was
determined by measuring the protein in the column strip using UV absorbance. This method
of determining the amount of bound product typically underestimates the total amount of
product bound due to isacratic eluﬁon of product in the wash. Protein A, HCP, MW and
LMW removal results from these experiments are also presented in Table 2.2.1. There is
relatively poor and variable removal of HCP, and no removal of Protein A and product
variants (HMW and LMW species).

Table 2.2.1: Removal of HCP, Proteln A and HMW and LMW in FT mode

Kp Produ pn ¢ Loid ProA  HICP  HCP ProA LMW LMW  Recovery
ot M) Challenge Inload Inload (LR (LRV) (fold) (fold) (50)

bound (mg/ml) (ppim) (ppm) V)
(mg/m
L) i
0.1 0.5 65.] g3 150 " ND " 4166 1.8 ND 1 11 >95%
0.2 0.8 7.0 8 275 25 1575 0.6 <0.1 1 { >95%
02 ND 13 83 109 2 3117 24 <D.1 1 1 >95%
0.3 0.3 7.5 83 167 ND 4572 1.8 ND 1 1 >95%

ND = Not determined

Experiment 2,3 ~ Column runs under weak partitioning conditions for Mab-IMA

T0141] The following column experiments were performed in the weak partitioning
mode under conditions identified by the HTS screening (Experiment 2.1). Seven runs were

performed over the TMAE column from partially purified Protein A pools.
T A
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TMAE HiCap (M) chromatography

[0142] The partially purified antibody from a Protein A step tun essentially the same as
previously described was further purified over the TMAE step under weak partitioning (WP)
conditions of pH and chloride content as described below, Column diameters ranged from 0.5 t0 3.2
cm and the column heights were 9.4-9.5 cm.

{0143] The columns were equilibrated with 5 column volumes of a solution containing 50
mM Tris, 2M NaCl pH 7.5 or 8.0 followed by another equilibration step comprising a S0mM glycine,
50 mM Tris, pH 7.5 or 8.0 solution. The columns were then loaded to between 124mg/mL and
303mg/mL with the partially purified Protein A peak and the product was recovered in the column
effluent during the load cycle and some column volumes of the wash fraction. The results from this
experiment are presented in Table 2.3.1. |

[0144] These load conditions are in the weak partitioning (WP) region. The high throughput
screen described in Experiment 2.1 provides estimates for the value of the partition coefficient (Kp).
The runs are ranked by the partition coefficients listed in Table 2.3.1. The bound product was
determined by measuring the protein in the column strip using UV absorbance. This method of
determining the amount of bound product typically underestimates the total amount of product bound
due to isocratic elution of product in the wash. Protein A, HCP, HMW and LMW results from these
experiments are also presented in Table 2.2.1. There is consistent and high removal of HCP, excellent
removal of Protein A, and valuable reductjon of product variants (HMW and I.MW species).

[0145] - A compariqorj of the data preserited in Tables 2.2.1 and 2.3.1 confirms that the
removal of HCP, Protein A, HMW, and LMW under conditions of a flow-through mode (Kp values of

<0.3) is much lower than what can be achieved under weak partitioning conditions (Kp values >0.3),
even when the load challenge exceeds 300 mg/mL.

Table 2.3.1: Removal of HCP, Protein A, HMW, and LMW under weak partitioning conditions.
ND = not determined

Kp Product pll  Ch Load  ProA HCP  HCP  Prog  IIMW LMW Recovery
bound (md)  Challenge In In (LRV)  (LRV) (o) (lold) (%) ‘
(mg/ml) foad fond
(myg/mL)  (ppm)  (ppm) _
Q.7 ND _[80] 55 303 72 |. 754 20 LS 1.0 12 >95%
0.7 4 7.9 45 307 213 1852 2.6 24 ND ND >95%
10 5 8.1 45 302 222 1852 2.6 3.0 ND ND >95%
1.2 30 8.0 35 124 52 3320 28 >2.1 14 1.1 89%
1.7 ND 8.0 % 303 72 754 23 >2.6 1.1 1.8 >95%
1.7 9 8.1 31 310 ND ND ND ND ND ND 90%
1.8 25 7.8 14 169 23 2462 30 >1.8 1.9 2.1 86%
52 9 8.0 17 303 72 754 2.0 >2.6 1.7 1.6 >95%
8.9 59 8.2 12 . 284 ND ND ND ND 1S 21 . 15%
34
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Experiments 2.4: Performance of weak partitioning column runs at Pilot and Clinical
manufacturing scale

[01461 The TMAR process step for the purification of Mab-IMA operatéd in the weak
partitioning zone was scaled-up to the Pilot plant and clinical manufacturing. The culture
containing the monoclonal antibody was first purified using a 3L or 5L MabSelect column in
Pilot and a 28 L MabSelect column during clinical manufacturing. The MabSelect column

,{-'

[t

was essentially operated as described in Bxperiment 1.2. The neutralized Protein A peak ikt
pools from these runs were further purified on a 1.5 L. TMAE column in Pilot anda 7 L

TMAE column in the clinical manufacturing facility. The results of three Pilot runs and nine
clinical manufacturing runs are summarized in Tables 2.4.1 and 2.4.2, respectively. The step
performance was consistent across the runs, with excellent reduction of HCP, Protein A, and

good removal of product related HMW and LMW species. Product recovery was >87% in all

runs. An estimate of the product bound to the resin during the Pilot runs was obtained from

the product in the column strip, which ranged from 6 ~ 14 mg/mL of resin.

Table 2.4.1: Performance of Pilot Scale runs under Weak Partitioning conditions

tHN
0 0 0

Runt | L7 | 14 81| 31 253 34 >2.6 20 2.0 90
Run2 | 17 13 . 81 31 184 >3.6 >2.6 1.0 3.0 88 -
Run3 | 17 6 8.1 3 150 ND >2.8 13 1.2 88
ND = not determined
Table 2.4.2: Performance of manufacturing scale runs under weak partitioning conditions _
Kp Load  Cl-  pH  HCP* ProA® HMW LMW  Recovery §

Challenge  (mM) (LRY) (LRV) (foll) (fold) (%)
{mg/mL)

Runi | 32 90 - | 30 | 81 | >22 | 208 | 25 30 | 9

Run2 { 95 180 29 8.0 >22 | 200 19 1.5 93

Run3 | 26 133 28 8.0 >2.3 =1.0 25 18 95

Rund | 46 174 2 | 80 52.2 >1.0 25 12 %4 L
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Rmn5 | 29 136 31 80 | >20 | 09 2.3 17 102
Rummé6 | 38 146 27 8.1 >22 | >08 2.5 1.8 91
" :
Run 7 20 118 28 7.9 >2.2 21.0 1.6 1.6 96
* The HCP and Protein A levels in TMAE peak pool were below limit of quantitation.
Summary
[0147] HTS identified conditions for WP and FT operation. The FT mode provided

only a modest reduction in HCP and LMW species, and no reduction in Protein A residuals
or HMW species. Operation in the WP mode improves the removal of all impurities without
sacrificing product yield. The process step was scaled up to the Pilot plant and operated
consistently for three runs, with very high LR Vs for HCP and Protein A, and good reductions
in HMW and LMW species.

Series 3 — Anion Exchange using TMAE-HiCapM and Mab-AAB

Experiment 3.1 ~ High throughput screen to establish WP and FT conditions

[0148] Experiment 3.1 was performed using procedures as described in Bxperiment
1.1 '

Experiment 3.2 — Column capacity runs under conditions corresponding to varying partition .
coefficients

[0149] Five chromatography experiments were performed under conditions
corresponding to a range of partition coefficients identified by HTS screen (Experiment 3.1).
The TMAE columns were loaded to a very high load challenge (>1000 g/L) to specifically
highlight the superior performance of the AEX step under weak partitioning conditions.
[0150] ~ The following conditions were used for the AEX runs performed in Series 3

(exceptions are noted in the individual experimental descriptions).

Operational flow rate — 150 - 300 cm/hr »
Equilibration 1 - 50 mM Tris, 2.0 M NaCl, pH 7.5 (5 column volumes)
Equilibration 2 ~ as specified, approximately equivalent to the load pH and chloride
content

Post load wash — as specified, approximately equivalent to the load pH and chloride

content ,
Strip buffer - 50 mM Tris, 2.0 M NaCl, pH 7.5 (5 column volumes)

[0151] The column was equilibrated with 5 column volumes of equilibration buffer 1

followed by 5 column volumes of equilibration 2 step. The column was then loaded to
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between 940 and 2144 mg of product /ml. of resin with the Protein A peak pool (refer to

Series 1, Experiment 1.1) adjusted to the appropriate equilibration 2 buffer.

[0152]

The column effluent fractions were collected and subsequently assayed for

HCP and residual Protein A levels. The load conditions used in these éxpcriments

correspond to progressively increasing partition coefficients that span the flow-through and
weak partitioning (WP) regions. The high throughput screen described in Experiment 3.1

provided estimates for the value of the partition coefficient (Kp). The bound product values
in this example were calculated based on the product eluted in the strip. The results from

these experiments are presented in Table 3.2.1 and Figures 10A and 10B.

Table 3.2.1 ~ Summary of results from very high load challenge experiments in the WP mode

Partition Operating Load Product Recovery*
Coefficient conditions Challenge bound .
Kp mg/ml mg/mL*
Run 1 0.1 Flow-through 1754 0 100
Run 2 0.23 Weak Partitioning | 940 14.2 98.5
Run 3 0.8 Weak Partitioning | 940 12.0 98.7
Run4 0.8 Weak Partitioning | 2144 23.0 98.9
Run 5 2.73 Weak Partitioning | 960 12.6 98.7
Run 6 7 Weak Partitioning | 1130 71.7 93.7

*Based on mass balance calculations,

 [0153]

The product bound value for the run corresponding to a Kp of 0.1 was near

zero, as is expected for a typical flow-through operation. The product bound values for

experiments performed in the weak partitioning region were > 12.0 mg/ml in all cases. In

fact, the product bound value for the run corresponding to the Kp of 7 was as high as 71

mg/ml. The product recovery in the combined load eluate and wash fractions in all cases

were, however, > 93%.

[0154]

HCP and Protein A removal, as a function of load challenge, is presented in

Figures 10A and 10B. As discussed earlier, the HCP removal increases significantly as
conditions move from flow-through to weak partitioning. Operating under flow-through
conditions provides approximately 1.5 logs of HCP clearance, while the HCP log removal

values were as high as 3.8 logs at load challenges < 450 mg /ml of resin when operated at a
Kp of 7 in the weak partitioning region. At a Kp of 0.8 in the weak partitioning region, 2.8
logs of HCP clearance was obtained for load challenges up to 1000 mg/ml of the resin, and >

3 logs of HCP clearance was obtained for up to a load challenge of 800 mg/ml of resin at a

Kp of 2.7 in the weak partitioning region.
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[0155] As in the case of HCP, Protein A removal increases significantly as we move
from flow-through conditions to weak partitioning conditions. The results presented in
Figures 10A and 10B also highlight the fact that increasing the Kp of operation from the
flow-through to weak partitioning region increases both the HCP and Protem A log clearance
values obtained prior to breakthrou gh of the contaminant, as well as the load challenge
corresponding to the point of breakthrough. A further increase in Kp continues to increase
the HCP and Protein A LRV prior to breakthrough of the contaminant. However, the point of
breakthrough occurs at relatively lower load challenges as the bound product now competes
with the contaminants for the binding sites. Nevertheless, the column capamty for the runs
presented here were very high even for the high Kp run.

Summary

[0156] In this example it was shown that Protein A and HCP removal can be
sigﬁiﬁcantly improved by operating the AEX step under weak partitioning conditions and at
load challenges in excess of 1000 mg/ml of resin. This example highlights one fundamental
difference between weak partitioning chromatography and the standard operations under
binding conditions. The weak partitioning conditions push the limits of product bmdmg only
up to a point where the contaminant clearance is significantly improved, while product
recovery and load challenges remain high. The Kp values corresponding to binding
conditions are > 20 in AEX; under these conditions the competitive effects between product

| and contaminant are very strong leading to reduced capacity as compared to weak

partitioning chromatography.

Series 4- Hydrophobic Interaction using Phenyl Toyopearl and Mab-AAB

Experiment 4.1 - Batch binding studies to establish WP and FT conditions

[0157] Batch binding studies were conducted to identify the weak partitioning and
flow-through conditions for Mab-AAB with Phenyl Toyopearl medium from Tosoh
Biosciences. The salt modulating the strength of the product interaction with the resin is
Na,504, which was varied from 0.20 to 0.90M. The solutions were buffered to control at pH
7.5. 45 um filter plates were used to incubate the resin with liquid and to decant the
supernatant through centrifugation. Bight Tris/Na;SO4 buffers were made with NaSOsat
- different concentrations (0.2 M to 0.9 M). Mab-AAB which was partially purified by Protein
A chromatography was diluted into Tris/ NaySO; solation to a final of concentration of 0.87

$

- mg/ml. 50 vl of resin was equilibrated with 300 ul of buffer and then the supernatant
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decanted for each of the Tris/ Na»SO4 conditions; this equilibration was repeated three times.
After equilibration, decanted resin was mixed with product at the same salt concentration and
PH and incubated for 30 minutes with gentle shaking. The load challenge was 5.2 mg
product /ml of resin for all conditions. A UV, plate was then stacked at the bottom of the ’
filter plate to collect the supematant upon centrifugation. Subsequently, 300 ul of 50mM ’
Tﬁs, pH 7.5 buffer wa§ applied to the resin to strip off bound product. Following a 20 minute
incubation, the strip was collected in a separate UV plate through centrifugation. The
concentration of the product in each fraction was measured by UV absorbance and the
extinction coefficient for this MAb. The calculations were adjusted for a stage-to-stage carry
over volume of 29 ul that was determined through a separate set of experiments. The
experiment was repeated four times under each salt condition and an average partition
coefficient is reported.
[0158] Table 4.2.1 summarizes the partition coefficients from this experiment. The
highest concentrations of Na;SO4 caused strong product binding, while salt concentrations in
the range of 0.40 — 0.55M represent weak partitioning conditions.

Experiment 4.2 — Column runs under weak partitioning, flow-through and binding conditions
(high product challenge studies)

[0159] Column runs were performed under flow-through, weak partitioning and
strong binding conditions. For all Phenyl Toyopearl hydrophobic interaction
chromatography runs described in the Series 4 experiments, the following conditions were

used (exceptions are noted in the individual experimental descriptions).

Column dimension: diameter 0.5 cm, bed height 9.5 - 10.5 cm
Equilibration — 50 mM Tris, pH 7.5 with [Na,SO,] approximately equivalent to the

load
Load — [NaS04] as specified below
Wash - [Na;S04] equal to the load (exceptions noted below)
Strip - 50 mM Tris, pH 7.5
[0160] Two different loads were used: i) partially purified antibody pools from a :

Protein A step run essentially the same as those previously described or ii) more pure TMAE

Q Sepharose FF product pools from FT mode operation.

. Experiment 4.2.1 — Column runs using Protein A peak pool as load
[0161] The experiments discussed here were performed to highlight the superior

performance of HIC under weak partitioning conditions. Column runs were performed under
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varying salt concentrations to cover arange of partition coefficients that correspond to flow-

through, weak partitioning and strong binding conditions. The batch binding screen

described in Experiment 4.1 provides estimates for the value of the partition coefficient (Kp).
The columns were equilibrated with 5 column volumes of a solution containing 50 mM Tris,
PH 7.5 and appropriate [Na;SO,] at specified concentration. The Protein A peak was first

concentrated 10-fold, and subsequently diluted to 14.77 mg/m! in the appropriate salt

concentration. Host cell protein (HCP) and residnal Protein A levels in the load material

were 30911 ppm and 17.1 ppm, respectively. All column runs were performed at a load

challenge of 100 mg/m! of resin. The product was collected in the column effluent during the

‘load cycle fraction. After product flow-through, ten column volumes of wash buffer at the

same salt concentration as load were applied to the column, followed by five column volumes
of a strip buffer containing S0mM Tris,pH 7.5. HCP and Protein A content in the load eluate
and wash samples were subsequently analyzed by ELISA. The combined impurity level in

both load eluate and wash fractions is reported in Table 4.2.1.

[0162]

The runs are ranked by the partition coefficients. The bound product was

determined by measuring the protein in the column strip using UV absorbance. This method'

of determining the bound product typically underestimates the amount of product bound

during the load due to the gradual desorption of the product during the wash.

Table 4.2.1: Impurity removal in flow-through, weak partitioning and strong binding conditlons

Partition Operating windaw Bound Product Protein A
Nézoi?‘ CoefTicient Product Recovery removat HCP(&;OV&I

Xp (mg/mL) (%) (fold) _
Run | 0.10M <0.1 Flow-Through _ 0.6 94 09 03
Run2 0.20M <0.l Flow-Through _ 1.3 93 08 04
Run3 0.40 M 0.9 Weak Partitloning 28 9 1.7 1.0
Rund 0.45M 2.0 Weak Partitioning 3.0 - 93 1.5 0.9
Rum 5 0.50 M 4.3 Weak Partitioning 3.8 a2 2.5 N/A
Run6 | 0.55A0 99 Weak Partitioning_ | 5.0 93 34 11
Run7 0.80 M >100 Strong Binding 25 72 22 0.7
Run 8 0.90 M >100 Strong Binding 34 67 1.1 0.4
(The partition coefficient Kp accounts for the phase volume ratio of 6 from 50 microliters of resin and
300 microliters of solution.) .

[0163] As is evident from the data presented in Table 4.2.1, the performance of the

HIC step improves significantly with respect to contaminant reduction as we move from

flow-through conditians to weak partitioning conditions, while product recovery is

comparable. A further increase in the operating salt concentration leads to partition
coefficients that correspond to the strong binding conditions. It is once again clear from the
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data presented in Table 4.2.1 that the HIC step performance deteriorates with respect to both
contaminant reduction, as well as product recovery, as we move from weak partitioning to
strong binding conditions. The optimum operating window for this separation therefore
corresponds to that of weak partitioning chromatography. Under weak partitioning
conditions, the HIC step provides 1 log reduction of HCP and a 3.4 fold reduction of Protein
A. The bound product levels under the weak partitioning conditions, in this example, were

between 2.8 ~ 5 mg/m] of the resin.

Experiment 4.2.2 - Column runs using Q-Sepharose peak pool as load

[0164) The Q Sepharose FF peak pool was used in these sets of experiments to
highlight the fact that the performance of the HIC step under the optimum weak partitioning
chromatography conditions can be further improved with a cleaner feedstock. The load
material in this case contained 2880 ppm of HCP and was generated by purifying the Protein
A peak paol on a Q-Sepharose FF column. Two experiments, one under weak partitioning
conditions and the other under typical flow-through conditions, were conducted to compare
the column performance with respect to impurity removal. The Q-Sepharose peak was
diluted to 3.27 mg/ml at 550 mM Na,SO, and loaded to the column to a load challenge of
100 mg/m! of resin for operation under weak panitioﬁing conditions. The column was
subsequently washed with 10 CVs of a buffer containing the same salt concentration as the
load and stripped with 6CV of 50 mM Tris buffer, pH 7.5. The second experiment was
conducted under flow-through conditions. The load was adjusied to 3.03 mg/ml in 200
Na;504 and loaded to the column to a load challenge of 90 mg/ml of resin. The column was
then washed with 6CV of a buffer containing the same salt concentration as the load, and
subsequently stripped with 6 CV of 50 mM Tris buffer, pH 7.5. In both runs, the flow-
through and wash fractions were collected for recovery and impurity analysis. The results

from these runs are reported in Table 4.2.2.
Table 4.2.2: Comparison of HIC weak partitioning results to flow-through resuits

Partition Load Bound
Run Nézig‘ Coefficient | Operating mode | Challenge |  Product R':c":;fy HCP LRV
(Kp) (mg/mL) | (mg/mL) -
1 0.55M 9.9 Weak Partitioning 100 3.0 94 % >2
2 0.20M <0.1 Flow-through 90 0.1 9 % <035
[0165] The product recovery values under weak partitioning conditions were

comparable to flow-through operations and were also ihdcpendent of the feedstock used in
these experiments. The performance of the steps with respect to HCP removal is
41
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significantly higher under weak partitioning conditions as compared to flow-through
operation.

[0166] HCP LRV across the HIC step with either feedstock was comparable under
flow-through conditions (~ 0.4 — 0.5 LRV). However, the HCP LRV values for experiments
performed under weak partitioning conditions increased from 1 LRV with the Protein A load
material to greater than 2 LRV with load material purified through Protein A and Q
Sepharose FF columns.

Summary

[0167] Another mode of chromatography (HIC) was shown to operate successfully in
a weak partitioning mode. The performance of the HIC step under weak partitioning
conditions was shown to be superior to both flow-through conditions, as well as to operations
under tighter binding conditions, with respect to product recovery and HCP/Protein A
removal. A high load challenge capacity of 100 mg/ml of resin was successfully processed
under weak partitioning conditions, where > 3 mg/mL of product bound to the resin (even
though the load concentration was 3.27 mg/mL). The partition coefficients corresponding to
optimum weak partitioning conditions appear to be slightly higher than those for anion |
exchange chromatography.

Series 5~ Hydroxyapatite using ceramic Hydroxyapatite Type I and Mab-MYA

Experiment 5.1 — High throughput screen to establish WP and FT conditions

[0168] A high throughput screen (HT'S) was performed to identify the weak |
partitioning and flow-through conditions for Mab-MYA with ceramic hydroxyapatite
medium. This screen varied the concentration of sodium chloride and sodium phosphate to
determine their effect on the extent of binding of MAB-MYA to the hydroxyapatite medium.
[0169] S0pL of ceramic hydroxyapatite medium was added to 30 wells of a 96 well
filter plate. Each well was equilibrated in solutions made up of the appropriate sodium
chloride and sodium phosphate concentrations in a 100mM HEPES buffer containing 100mM;
arginine at pH 7.2. The concentrations of the two salts in the solution are shown in Tables
5.1.1and 5.1.2. Each condition was performed in duplicate. The MAB-MYA load
challenge in each of these wells was of 5.0 mg/mL of resin
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Table 5.1.1: Sodium chloride levels in each well (in mM)

1 2 3 4

50 | 200 50 200
7501 &0 750 50

50 | 380 50 380
500 760 | 500 | 760

50 | 1140 | 50 | 1140
200} 200 | 200 | 200
3501 200 | 350 | 200
700 700

Qs[>

Table 5.1.2: Sodium phosphate levels in each well (in mM)

1 2 3 4
A 5 20 5 20
B 5 30 5 30
C 8 30 8 30
D 8 30 8 30
E 10 30 10 30
) 10 50 10 50
G 10 100 10 100
H 10 | 10
[0170] In the first stage of the HTS experiment, each well was equilibrated in the

conditions of sodium chloride and sodium phosphate as described in Tables 5.1.1 and 5.1.2,
in a phase volume ratio of 6:1 (300uL solution: 50uL resin). The plate was shaken for 20
minutes, allowing equilibrium to be reached. The solution was then removed by centrifuging
the filter plate. This equﬂibration cycle was repeated three times.

[0171] In the second stage, the resin in each well was challenged with a concentrated
MAb-MYA solution to the appropriate protein load challenge with a volume ratio of 6:1
(300uL solution: 50uL resin) at the appropriate sodium chloride and sodium phosphate
concentration. A 7.0 mg/mL solution of Mab-MYA in 50 mM NaCl, 100 mM HEPES, 100

- mM arginine, pH 7.2 was used as stock solution. The loaded plate was shaken for 20
minutes, allowing the resin and solution to equilibriate. The supernatant was removed from 3
the filter plate by centrifugation and collected into a collection plate. The protein
concentration in the supernatant in each well was determined by absorbance at A280nm.
[0172] In the third stage, resin was washed by adding solutions of the specified
sodium chloride and sodium phosphate conditions listed in Tables 5.1.1 and 5.1.2. The

supernatant was removed after shaking for 20 minutes.
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[0173] In the fourth stage, a buffer comprisecf of IIOOmM sodium phosphate, 1M NaCl
PH 7.2 was added to remove the remaining protein that was bound to the resin.

[0174] The partition coefficients were calculated for each well using the mass eluted

from stage 4 and the product concentration from stage 2, and are shown in Table 5.1.3.

Table 5.1.3: Partition Coefficients (Kp) for the 96 well HTS screen for MAB-MYO

1 2 3 4
A 49.3 2.3 50.5 2.4
B 3.5 6.0 4.1 6.0
C 31.6 0.4 34.7 0.3
D 2.9 0.1 3.3 0.1
E 28.1 0.0 28.3 0.0
F 7.2 0.5 7.7 0.4
G 3.5 0.0 3.1 0.0
H 1.9 1.1
[0175] As shown in Table 5.1.3, the Kp value can be used to describe regions where

MAB-MYA binds to the hydroxyapatite medium with different strengths. The strength of
MAB-MYA binding to ceramic hydroxyapatite medium can be manipulated by varying
conditions of chloride and phosphate cbncentration into flow-through (Kp=<0.1), weak
partitioning (0.1<Kp<20), and binding zones (Kp=>20).

Experiment 5.2 — Column runs under WP conditions

[0176] ~  The experiments discussed here were specifically performed to highlight the
superior performance of the cHA step under weak partitioning conditions. The experiments
were therefore performed under conditions corresponding to a range of partitioning
coefficients identified by the HTS screen (Bxperiment 5.1). Twelve runs were conducted,

with product load challenges of 100 mg/ml of resin.

Mabselect Protein A Chromatography

[0177]1 The culture containing the monoclonal antibody was purified using a
MabSelect column. A Mabselect Protein A column was equilibrated with 5 column volumes
of 50 mM Tris/150 mM NaCl, pH7.5 ata flow rate of 300 cm/hr. The column was then
loaded at a load of approxunately 40 mg product/ml resin. This was followed by a 10CV
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wash in 1M arginine, 50mM Tris, pH 7.5 and a SCV wash containing 10 mM Tris, 75mM
NaCl, pH 7.5 wash. The column was then eluted using 100mM arginine, 50mM NaCl, pH
3.0. The product pool was neutralized to pH 7.2 using 2M HEPES pH 8.0.

Ceramic Hydroxyapatite Chromatography

[0178] The partially purified antibody pools from the Protein A step were further
purified over hydroxyapatite. The column diameter was 0.5 cm and the column height was
10 cm.

[0179] For all hydroxyapatite chromatography steps described in the Experiment 5

series, the following conditions were used (exceptions are noted in the individual
experimental descriptions).
Operational flow rate — 150 - 240 cm/hr

Equilibration 1 300 mM sdium posphate, 1.0M NaCl, pH 6.8 (3 column
o volumes) ’

Equilibration 2 5 — 30 mM sodium phosphate, 50 - 760 mM NaCl, 100mM
Arg, 100mM HEPES pH 7.2 (5 column volumes)
Wash 5 - 30 mM sodium phosphate, 50 — 760 mM NaCl, 100mM
Arg, 100mM HEPES pH 7.2 (5 ~ 10 column volumes)
[0180] The column was equilibrated with 5 column volumes of equilibration buffer 1

“followed by another equilibration 2 step. The column was then loaded to 100 mg product/ml
resin with the Protein A peak from the previous step (adj.usted to the appropriate equilibration
2 buffer), and the product was recovered in the column effluent during the load cycle and
some column volumes of the wash fraction. The results from these experiments are presented
in Table 5.2.1 and Figure 11. .

[0181] These load conditions were in the flow-through, weak partitioning (WP) and

binding regions. The high throughput screen described in Experiment 5.1 provides estimates
for the value of the partition coefficient (Kp) and the bound product (mg/mL of resin) underE_
these conditions of chloride and phosphate concentration. The bound product was .
determined from the product breakthrough volumes from the column runs. HCP and Protein

A results from these experiments are presented in Table 5.2.1 and Figure 11.

Table 5.2.1: Removal of HCP and Protein A under flow-through, weak partitioning and binding
conditions

Partition | Operating Mode ' ' . Host Cell

Coefficie Bound Product Protein A Protein
ot Phos | NaCl | Product | Recovery | removal. (LRV)
Kp (mg/mL) (%) (fold)
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 Run1 0.0 Flow-through 30 | 760 0 93 0 0.58
Run 2 0.9 Weak Partitioning | 30 200 3.0 96 NA 0.57
Run 3 1.1 Weak Partitioning 10 700 3.2 94 1.7 0.9 ]
Run4 1.7 Weak Partitioning | 20 200 3.1 94 NA 0.83_|
Run 5 3.0 Weak Partitioning 8 500 3.0 100 1.9 1.3
Run 6 3.2 Weak Partitioning 10 350 3.6 94 2.1 15
Run7 3.7 Weak Partitioning 5 750 3.3 99 24 1.2
Run 8 5.8 Weak Partitioning 30 50 10.7 95 2.1 1.2
Run 9 7.3 Weak Partitioning 10 200 10.2 94 24 1.2

| Run 10 27.8 Strong Binding 10 50 16.3 91 2.1 1.2

| Runll 32.7 Strong Binding 8 50 21.6 86 2.4 1.4
Run 12 49.2 Strong Binding 5 50 24.6 79 2.1 1.6

[0182] - It is evident from the data presented in Table 5.2.1 and Figure 11 that the

performance of the cHA step improves significantly with respect to contaminant reduction as
we move from flow-through conditions to weak partitioning conditions, while product
recovery is comparable. Operating under conditions corresponding to a further increase in
the partition coefficient (i.e., operating in the binding region) provides no additional benefit
with respect to contaminant removal.  However, product recovery across the step begins to
.drop under strong binding conditions. Thus, the optimum operating window for this
separation corresponds to that of weak partitioning chromatography. Under these conditions,
> 2 log reduction of Protein A and > 1.2 log reduction of host cell protein was obtained at a
oad challenge of 100 mg of product / ml of resin. Bound product levels under the weak
partitioning conditions, in this example, were between 3.0-10.2 mg/mL of the resin.

Summary

[0183] A third mode of chromatography (hydroxyapatite) was shown to operate
successfully in a weak partitioning mode. Protein A and HCP bind more tightly than the
product antibody to ceramic resin, and are retained strongb; under WP conditions. }ﬁgher
values of Kp in the WP region are between 10 and 20 in some cases, which still provide good
product recovery (> 90%). Lower levels of Kp give correspondingly higher recoveries.
t0184] In this example it was shown that the performance of the column step can be
optimized primarily through the choice of partition coefficient used to run the column. The
partition coefficient in hydroxyapatite is a complex function of pH, salt (type and A
concentration), phosphate, and buffer components. All of these variables in general have an
impact on the performance of the column step. The approach presented here provides a
simple means of relating the impact of changing any one of these variables on column _
“performance. The unified ‘partition coefficient” approach preseiited in this 'exé:hple opens up

the possibility of operating in a wider operating space in this mode of chromatography than
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has been done before. The weak partitioning conditions for optimum performance can easily
be identified using the HTS methods described above.

Series 6 Hydroxyapatite using ceramic Hydroxyapatite Type I and Mab-AST .

Experiment 6.1 — High throughput screen to establish WP and FT conditions

[0185] A high throughput screen (HTS) was performed to identify the weak
partitioning and flow-through conditions for Mab-A5T with ceramic hydroxyapatite medium.
This screen varied pH, sodium chloride and sodium phosphate concentrations to determine
their effect on the extent of binding of MAB-AST to the hydroxyapatite medium.

[0186] S0pL of ceramic hydroxyapatite medium was added to 36 wells of a 96 well
filter plate. Each well was equilibrated in solutions made up of the appropriate sodium
chloride and sodium phosphate concentrations in a S50mM HEPES buffer containing SOmM
arginine at either pH 7.0 or pH 8.0. The concentrations of the two salts in the solution are
shown in Tables 6.1.1 and 6.1.2. The conditions shown in columns 1-3 were performed at
pH 7.0, and columns 4-6 were performed at pH 8.0. The MAB-AS5T load challenge in each

of these wells was of 5.0 mg/mL of resin.

Table 6.1.1: Sodium chloride levels in each well (in mM)

1] 2] 3 4 | 5] 6
pH 7.0 pH 8.0

A 50 ] 400 | 400 | 50 | 400 | 400
B 50 | 50 {400 | 50 | 50 | 400
Cc | 50 | s0 50 | 50
D | 100 ] 50 100 | 50
E | 100 | 100 100 | 100
F | 100 | 100 100 | 100
G | 400 | 100 400 | 100
H | 400 | 400 400 | 400

Table 6.1.2: Sodium phosphate levels in each well (in mM)

1 {2 ] 3 4 | 5] 6
pH 7.0 pH 8.0

A 2 32 8 2 32 8
B 8 2 32 8 2 32
C 32 8 | 32 8
D 2 32 2 32
E 8 2 8 | 2
F 32 8 32 8
G 2 32 2 32
H 8 2 8 2
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[0187] In the first stage of the HTS experiment, each well was equilibrated in the
conditions of sodium chloride, sodium phosphate and pH as described in Tables 6.1.1 and
6.1.2 in a phase volume ratio of 6:1 (300uL solution: 50uL resin). The plate was shaken for
20 minutes, allowing equilibrium to be reached. The solution was then removed by
centrifuging the filter plate. This equilibration cycle was repeated three times.

[0188] In the second stage, the resin in each well was challenged with a concentrated
MAD-AST solution to the appropriate protein load challenge with a volume ratio of 6:1
(300uL solution: S0uL resin) at the appropriate pH and sodium chloride and sodium
phosphate concentration. A 6.9 mg/mL solution of Mab-A5T in 1mM HEPES, 100 mM
-NaCl, pH 7.0 was used as stock solution. The loaded plate was shaken for 20 minutes,
allowing the resin and solution to equilibrate. The supernatant was removed from the filter
plate by centrifugation and collected into a collection plate. The protein concentration in the
supernatant in each well was determined by absorbance at A280nm.

[0189] In the third stage, resin was washed by adding solutions of the specified
sodium chloride, sodium phosphate and pH conditions listed in Tables 6.1.1 and 6.1.2. The
supernatant was removed after shaking for 20 minutes.

[0190] In the fourth stage, a buffer comprising 100mM sodium phosphate, 1M NaCl
PH 7.2 was added to remove the remaining protein that was bound to the resin. The partition
coefficients were calculated for each well using the mass eluted from stage 4 and the product

concentration from stage 2, and are shown in Table 6.1.3.

Table 6.1.3: Partition Coefficients (Kp) for the HTS screen for MAB-AST

1 | 2] 3 4 | 5 ] 6
pH7.0 pH 8.0

Al142.7] 0.1 16 ]580.2] 0.0 0.3

B| 906 |144.3] 0.1 9.9 1 447 ] 0.0

C| 12.1 | 845 1.0 | 13.7

D{ 90.5 | 10.4 222 | 1.1 ;
E| 275 | 94.1 43 | 219 i
F! 25 | 28.0 0.3 | 4.3

G| 151 2.1 2.2 0.4

H] 12 15.1 0.4 2.0
[0191] As shown in Table 6.1.3, the Kp value can be used to identify regions where

~ MAB-AS5T binds to the hydroxyapatite medium with different strengths. The strength of
MAB-AS5T binding to ceramic hydroxyapatite medium can be manipulated by varying
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conditions of NaCl, phosphate and pH into flow-through, weak partitioning, and binding

zones.

Experiment 6.2 — Column runs under WP conditions
' )

[0192] Experiments were performed to highlight the superior performance of the cHA
step under weak partitioning conditions. The experiments were therefore performed under
conditions corresponding to a range of partitioning coefficients identified by the HTS screen
(Experiment 6.1). Bight runs were conducted, with product load challenges of 110 mg/ml of

resin.

Mabselect Protein A Chromatography

[0193] The culture containing the monoclonal antibody was purified using a
MabSelect column. A Mabselect Protein A column was equilibrated with 5 colomn volumes
of 50 mM Tris/150 mM NaCl, pH 7.5 at a flow rate of 300 cm/hr. The column was then
loaded at a load challenge of approximately 40 mg product/m! resin. This was followed bya
5CV wash in IM NaCl, 50mM Tris, pH 7.5 and a SCV wash containing 10 mM Tris, 75mM
Nacl, pH 7.5 wash. The column was then eluted using 100mM arginine, 50mM NaCl, pH 3.0.
The product pool was neutralized to pH 7.2 using 2M HEPES pH 8.0.

Ceramic Hydroxyapatite Chromatography

[0194] The partially purified antibody pools from the Protein A step were further
purified over hydroxyapatite. The column diameter was 0.5 cm and the column height was
10 cm.

For all hydroxyapatite chromatography steps described in the Experiment 6 series, the
following conditions were used (exceptions are noted in the individual experimental

descriptions). _ ' i

Operational flow rate — 150 - 240 cm/hr
Equilibration 1 300 mM sodium phosphate, 1.0M NaCl, pH 6.8 (3 column
volumes)
Equilibration 2 - 2 — 32 mM sodium phosphate, 50— 400 mM NaCl, 5 mM
: Imidazole, 50 mM glycine, 10 mM HEPES, pH 7.0 (5 column -
: volumes) :
Wash Same as Equilibration 2.

49



non "~ ;
WO 2006/099308 PCT/US2006/008919

[0195] The column was equilibrated with 5 column volumes of equilibration buffer 1

followed by another equilibration 2 step. The column was then loaded to 110 mg product/ml

resin with the Protein A peak from the previous step (adjusted to the appropriate equilibration
2 buffer), and the product was recovered in the column effluent during the load cycle and

~ some coluron volumes of the wash fraction. The results from these experiments are presefifed
in Table 6.2.1 and Figure 12.

Table 6.2.1: Partition coefficients for MAB-AST on cHA resin and the correspondmg operating
window.

Partition Product Bound Operating mode Phos NaCl pH
Coefficient mg/ml mM mM
Kp '
Run | 0.1 0 Flow-Through 32 400 7.0
Run 2 0.7 : 1.6 Weak Partitionin 32 170 7.0
Run 3 14 2.2 Weak Partitioning 32 120 7.0
Run 4 2.1 1.6 Weak Partitioning 2 400 7.0
Run 5 13.7 7.0 Weak Partitioning .8 50 8.0
Run 6 22 6.7 Weak Partitioning 2 100 8.0
Run 7 54 12.8 Strong Binding 2 60 8.0
Run 8 >100 16 Strong Binding 2 50 7.0
[0196] The operating conditions in these experiments correspond to the flow-through,

weak partitioning (WP) region and binding regions. The HTS experiment described in
Experiment 6.1 provides estimates for the value of the partition coefficient (Kp) under these
conditions of pH, chloride and phosphate concentrations, The runs in Table 6.2.1 are ranked
by the partition coefficients. The bound product was determined by measuring the protein in
the column strip using UV absorbance. This method of determining the bound product
typically underestimates the amount of product bound during the load due to the gradual
desorption of the product during the wash. HCP and product related HMW removal, as well
as product recovery results from these experiments are presented in Figure 12.
[0197] It is clear from the data presented in Figure 12 that the performance of the
cHA step improves significantly with respect to HCP and HMW reduction as we move from
the flow-through conditions to the weak partitioning conditions, while product recovery is
maintained at > 80%. Operating under conditions corresponding to a further increase in the
partition coefficient (i.e., operating in the binding region) provides no additional benefit WIth :
-Tespect to contaminant removal. However, the product recovery across the step begins to
drop under strong bmdmg conditions. Thus, the optimum operating wmdow for this

scparauon corresponds to that of weak partitioning chromatography. Under these condmons,
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a 4-fold reduction of product related HMW species and >1.4 log reduction of HCP was
obtained at a load challenge of 110 mg of product/ml of resin. The bound product levels
under weak partitioning conditions, in this example, were between 1.6-6.7 mg/ml of the resin.
Summary

[0198] A second example was presented in hydroxyapatite where operating under
weak partitioning chromatography was shown to provide improved performance with respect
to HCP and HMW reduction and product recovery (> 80%). As in previous examples, the
performance of the step was optimized primarily through the choice of partition coefficients
used to run the column. The approach presented here provides a simple means of relating the
impact of changing any one of several variables (pH, salt, phosphate, imidazole, glycine,
HEPES, etc.,) to column performance. The weak partitioning conditions for optimum
performance can easily be identified using the HTS methods described in this example. The

- approach presented here opens up the possibility of operating in a wider operating space in
this mode of chromatography than has been done before. The optimal WP region in this

example corresponds to partition coefficients between 2 and 20.

Series 7- Hydroxyapatite using Ceramic Hydroxyapatite Type I and Mab-MYO

Experiment 7.1 — High throughput screen to establish FT, WP and strong binding conditions

[0199] A high throughput screen (HTS) was performed to identify flow-through,
weak partitioning and binding conditions for Mab-MYO with ceramic hydroxyapatite
medium. This screen varied the concentration of pH, a_rgim'ne/glycine, HEPES, sodium
phosphate and sodium chloride to determine their effect on the extent of binding of MAB-
MYO to the hydroxyapatite medium.

[0200] The HTS procedures used in this example were similar those described in
Series 5 and Series 6 and are not discussed here. Predicted Kp values derived from a
résponse surféce fit to the HTS data were used to pick specific cbnditions for column

experiments.

| Experiment 7.2 — Column runs under WP conditions

..[0201] The experiments discussed here were performed under conditions
corresponding to a range of partitioning coefficients identified by the HTS experiments.
These experiments were specifically performed to highlight the superior performance of the
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cHA step under weak partitioning conditions for the removal of HCP and product related
HMW species. Four runs were conducted with a product load challenges of 55 mg/ml of
resin. The load challenge used in these experiments is low for weak partitioning
chromatography, but is typical for flow-through operation. No attempt was made in these 4
experiments to optimize load challenge for weak partitioning chromatography.
[0202] The partially purified antibody pools from the Protein A step were used in -
these experiments. The column diameter was 0.5 cm and the column height was 10 cm.
[0203] For all hydroxyapatite chromatography steps described in the Experiment 7
series, the following conditions were used (exceptions are noted in the individual

experimental descriptions).

Operational flow rate — 150 - 240 c/hr

Equilibration 1 300 mM sodium phosphate, 1.0M NaCl, pH 6.8 (2-5 column
volumes)
“Equilibration 2 1 — 8 mM sodium phosphate, 50 — 1750 mM NaCl, 12 - 50 mM
Arg, 20-50mM HEPES pH 7.0 (5 column volumes)
Wash Same as Equilibration 2
[0204] The column was equilibrated with 2-5 column volumes of equilibration buffer

1 followed by 5 column volumes of equilibration 2. The column was then loaded to 55 mg
product/ml resin with the Protein A peak (adjusted to the appropriate equilibration 2 buffer),
and the product was recovered in the column effluent during the load cycle and some column
volumes of the wash fraction. The results from these experiments are presented in Table

7.2.1 and Figure 13.

Table 7.2.1: Partition coefficients for MAB-MYOQ on cHA resin and the corresponding operating

- mode
Partition Operating mode Arg Hepes Phos NaCl { Product
Coefficient mM " mM mM mM Bound
Kp.. - mg/ml
Run 1 3.6 Weak Partitioning 50 20 8 300 5.1
Run 2 4.2 Weak Partitioning 50 20 2 600 8.2 ¢
Run 3 8.9* Weak Partitioning 12 20 1 1750 9.5
Run 4 >100 Strong Binding 50 50 5 50 41.6
* Optimal Kp condition, see Figure 13
[0205] The operating conditions in these experiments correspond to the flow-through,

‘weak partitioning (WP) and binding regions. The HTS experiment described in Experiment
7.1 provides estimates for the value of the partition coefficient (Kp) under these conditions of
pH, chloride, phosphate, glycine / arginine and HEPES concentration. The runs in Table
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7.2.1 are ranked by the partition coefficients. The bound product was determined by
measuring the protein in the column strip using UV absorbance. This method of determining
the bound product typically underestimates the amount of product bound during the load due
to the gradual desorption of the product during the wash. The product related High '
Molecular weight (HMW) removal and product recovery results from these experiments a{re
also presented in Figure 13.

It is evident from the data presented in Figure 13 that the performance of the cHA step
improves significantly with respect to HMW reduction as we move from flow-through

~ conditions to weak partitioning conditions, while product recovery is >80%. Operating under
conditions corresponding to a further increase in the partition coefficient (i.e., operating in the
binding region) provides no additional benefit with respect to contaminant removal.
However, the product recovery across the step begins to drop under strong binding
conditions. Thus, the optimum operating window for this separation corresponds to that of
weak partitioning chromatography. Under thése conditions, a 20-fold reduction of product
related HMW species was obtained. The bound product levels under the weak partitioning
conditions, in this example, were between 5.1-9.5 mg/ml of the resin.

Summary

[0206] A second example was presented in hydroxyapatite where operaﬁng under
Weak partitioning chromatography was shown to provide improved performance with respect
to HMW reduction with good product recovery (> 80%). Product related HMW species and
HMW species bind more tightly to ceramic resin than the product antibody, and is retained
strongly under WP conditions. The WP region in this example corresponds to partition
coefficients between 8 and 20.

[0207] It was once again shown that the performance of the column step can be
optimized primarily through the choice of partition coefficients used to run the column. The
approach presented here provides a siinple means of relating the impact of changing any one
of several variables (pH, salt, phosphate, arginine, HEPES ete.,) to column performance. Thé
weak partitioning conditions for optimum performance can easily be identified using the HTS
methods described in this example. The approach presented here opens up the possibility of
operating in a wider operating space in this mode of chromatography than has been done
before.

[0208] It is also worth noting here that the concept of weak partitioning
chromatography also works in'sys'tem's that are not driven by charge interactions alone. The
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general approach described in this application can be successfully applied to complex
systems such as HIC and hydroxyapatite as well. For example, in addition to the operating
PH, several other variables such as NaCl, phosphate salts, arginine / glycine, buffering
species, as well as the type of resin can all impact step performance in hydroxyapatite.
Nevertheless, one could easily identify the WP window by performing simple batch binding
experiments with the product of interest alone.

Series 8 — Zwitterionic buffer for Protein A elution and subsequent ion exchange steps
[0209] A culture containing a monoclonal antibody was purified using MabSelect
resin. A Mabselect Protein A column was equilibrated with 5 column volumes of 50 mM
Tris/150 mM NaCl, pH 7.5. The column was then loaded at a Joad of approximately 40 mg
product/ml resin. This was followed by a SCV wash in 1M NaCl, 50mM Tris, pH 7.5 and a
5CV wash containing 10 mM Tris, 75mM NaCl, pH 7.5 wash. The column was then eluted
‘using 30mM HEPES, pH 3.1. The product pool was neutralized to pH 7.2 using 1M HEPES
PH 8.0, resulting in a total HEPES concentration of 55mM. At pH 7.2, the HEPES
contributes 17mM ionic strength to the buffer.

[0210] All references cited herein are incorporated herein by reference in their
entirety and for all purposes to the same extent as if each individual publication or patent or
patent application was specifically and individually indicated to be incorporated by reference
in its entirety for all purposes. To the extent publications and patents or patent applications
incorporated by reference contradict the disclosure contamed in the spcmﬁcatlon the
specification is intended to supercede and/or take precedence over any such contradictory
material.

[0211] All numbers expressing quantities of ingredients, reaction conditions, and so
forth used in the specification and claims are to be understood as being modified in all
instances by the term “about.” Accordingly, unless indicated to the contrary, the numerical
parameters set forth in the specification and attached claims are approximations that may
vary depending upon the desired properties sought to be obtained by the present invention.
At the very least, and not as an attempt to limit the application of the doctrine of equivalents
to the scope of the claims, each numerical parameter should be construed in light of the
number of significant digits and ordinary rounding approaches.

[0212] Many modifications and variations of this invention can be made without

departing from its spirit and scope, as will be apparent to those skilled in the art. The specific
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embodiments described herein are offered by way of example only and are not meant to be
limiting in any way. It is intended that the specification and examples be considered as
-exemplary only, with a true scope and spirit of the invention being indicated by the following
claims.
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Claims
We claim;
1. A method of recovering a purified product from a load fluid including one or more”

impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
medium to bind at least 1mg of product per mL of medipm; and

recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

2. A method of recovering a purified product from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:
passing the load fluid through a medium at operating conditions defined by a partition

coefficient of at least 0.1; and

recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

3. A method of recovering a purified product from a load fluid including one or more
«impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
'medium to bind from at least 1 to about 70 mg of product per mL of medium and defined by *
a partition coefficient of 0.3 to 20; and

recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any

. essentially isocratic wash.
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4, The method of any one of claims 1-3, wherein the operating conditions are identified
in a screening step.
5. © The method of any one of claims 1-3, wherein the operating conditions comprise pH

levels and ionic strengths.

6. The method of claim 5, wherein the operating conditions further comprise salt

concentrations.

7. The method of claim 5, wherein the operating conditions further comprise excipient

concentrations.

8. The method of claim 7, wherein the operating conditions further comprise phosphate
concentrations, calcium concentrations, arginine concentrations, glycine concentrations, and

HEPES concentrations.

9. The method of any one of claims 1-3, wherein the operating conditions comprise

-counterligand levels and pH levels.

_ i
10.  The method of claim 9, wherein the operating conditions further comprise imidazole

concentrations.

.11, The method of claim 4, wherein the screening step uses batch binding studies.
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12. The method of claim 4, wherein the screening step uses column binding studies.

13.  The method of claim 12, wherein the column binding studies are gradient elution

studies.

14.  The method of claim 12, wherein the column binding studies are isocratic elution

studies.

15.  The method of claim 1, wherein the operating conditions cause the medium to bind at

least 5 mg of product per mL of medium,

16.  The method of claim 1, wherein the operating conditions cause the medium to bind at

least 10 mg of product per mL of medium.

17. The method of claim 1, wherein the operating conditions cause the medium to bind at

least 20 mg of product per mL of medium.

18. . The method of claim 1, wherein the operating conditions cause the medium to bind at

least 30 mg of product per mL of medium.

19.  The method of claim 1, wherein the operating conditions cause the medium to bind at’

least 40 mg of product per mL of medium.

-20. The method of claim 1, wherein the operating conditions cause the medium to bind at

least 50 mg of product per mL of medium.
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21.  The method of claim 1, wherein the operating conditions cause the medium to bind at

 least 60 mg of product per mL of medium.

22.  The method of claim 2, wherein the value of the partition coefficient is in the range of

about 0.2 to about 20.0.

23.  The method of claim 2, wherein the value of the partition coefficient is in the range of |

about 0.2 to about 10.0.

24.  The method of claim 2, wherein the value of the partition coefficient is in the range of

about 1.0 to about 5.0.

'25.  The method of claim 2, wherein the value of the partition coefficient is in the range of

about 0.5 to about 5.0.

26.  The method of claim 2, wherein the value of the partition coefficient is in the range of

i)

about 0.5 to about 1.5.

27.  The method of any one of claims 1-3, wherein the product is a protein selected from :
5
the group consisting of fusion proteins, Fc-containing proteins, immunoconjugates,

cytokines, interleukins, hormones, and therapeutic enzymes.

28.  The method of claim 23, wherein the Fc—éontaining protein is an antibody.
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29.  The method of any one of claims 1-3, wherein the medium is a charged ion exchange

medium,

30.  The method of claim 29, wherein the charged jon exchange medium is an anion ¥

exchange resin,

31.  The method of claim 29, wherein the charged ion exchange medium is a cation

exchange resin.

32.  The method of any one of claims 1-3, wherein the medium is a hydrophobic

interaction chromatography resin.

33.  The method of any one of claims 1-3, wherein the medium is a hydroxyapatite resin.

34.  The method of any one of claims 1-3, wherein the medium is an immobilized metal

affinity chromatography resin.

'35. The method of any one of claims 1-3, wherein the one or more impurities are selected
from the group consisting of host cell proteins, nucleic acids, product variants, endotoxins,

and Protein A.

36.  The method of claim 35, wherein the impurities further comprise viruses.
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37.  The method of claim 35, wherein the impurities comprise host cell proteins with a
concentration in the purified product of no more than about 100 ng host cell proteins per mg

of product.

38.  The method of claim 35, wherein the impurities comprise host cell proteins with a
concentration in the purified product of no more than about 250 ng host cell proteins per mg

of product.

39.  The method of claim 35, wherein the impurities comprise host cell proteins with a
concentration in the purified product of no more than about 500 ng host cell proteins per mg

of product.

40.  The method of claim 35, wherein the impurities comprise Protein A with a
concentration in the purified product of no more than about 100 ng Protein A per mg of

product.

41.  The method of claim 35, wherein the impurities comprise Protein A with a
concentration m the purified product of no more than about 50 ng Protein A per mg of

product.

42.  The method of claim 35, wherein the impurities comprise Protein A with a
concentration in the purified product of no more than about 10 ng Protein A per mg of |

product.
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43.  The method of claim 35, wherein the impurities comprise nucleic acids with a
concentration in the purified product of no more than about 1 ng nucleic acids per mg of
product.

44.  The method of claim 35, wherein the concentration of product variants in the purified

product is no more than about 0.5%.

45.  The method of claim 35, wherein the concentration of product variants in the purified

product is no more than about 2%.

46.  The method of claim 35, wherein the concentration of product variants in the purified

L

product is no more than about 5%.

47.  The method of claim 35, wherein the concentration of product variants in the purified

product is no more than about 10%.

48, The method of claim 36, wherein the log removal value of the viruses is greater than

1.0.

49.  The method of claim 36, wherein the log removal value of the viruses is greater than ,

8

2.0.

50.  The method of claim 36, wherein the log removal value of the viruses is greater than

3.0
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51.  The method of claim 35, wherein the log removal value of the host cell proteins is at

least 1.0.

52.  The method of claim 35, wherein the log removal value of the host cell proteins is at

least 2.0.

53.  The method of claim 35, wherein the log removal value of the host cell proteins is at

least 3.0.

54.  The method of claim 35, wherein the log removal value of the Protein A is at least

1.0.

55.  The method of claim 35, wherein the log removal value of the Protein A is at least

2.0.

56.  The method of claim 35, wherein the log removal value of the Protein A is at least

3.0.

57.  The method of any one of claims 1-3, wherein a product-containing fluid is eluted
from a Protein A column using an elution buffer of low ionic strength; the pH and
conductivity of the product-containing fluid is adjusted using a neutralization buffer which
results in no more than 20mM of the ionic strength of the product-containing fluid, resulﬁng

in the load fluid; and wherein such load fluid is passed through an jon exchange medium.
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58.  The method of claim 57, wherein the load fluid is passed through an anion exchange

medium without the need for diafiltration.

59.  The method of claim 57, wherein the pH and conductivity of the product—containiné |
fluid is adjusted using a neutralization buffer which results in no more than 40mM of the

- ionic strength of the product-containing fluid.

60.  The method of claim 57, wherein the pH and conductivity of the product-containing
fluid is adjusted using a neutralization buffer which results in no more than 60mM of the

ionic strength of the product-containing fluid.

61.  The method of claim 57, wherein the pH and conductivity of the product-containing
fluid is adjusted using a neutralization buffer which results in no more than 80mM of the

ionic strength of the product-containing fluid.

62.  The method of claim 57, wherein the elution buffer comprises molecules with a

charged anionic group with a pKa of 2-5.

63. The method of claim 62, wherein the elution buffer further comprises molecules with

a charged cationic group with a pKa of 6.5-10.

64.  The method of claim 57, wherein the elution buffer comprises molecules that are

zwitterions at pHs between 4 and 9.
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65.  The method of claim 64, wherein the zwitterions are selected from the group
consisting of glycine; 1,4-piperazinebis-(ethanesulfonic acid); glycylglycine;
cyclopentanetetra-1,2,3,4-carboxylic acid; N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic
acid; 2-(N-morpholino)propaﬁe—sulfonic acid; N—tﬁs(hydroxylmethyl)methyl—z-aminoetha;;e
-sulfonic acid; N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid; 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinepropane sulfonic acid; N-tristhydroxymethyl)methylglycine; glycinamide; N,N-
bis(2-hydroxyethyl)glycine; N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminopropane sulfonic acid; and

N-glycyl-glycine.
66.  The method of claim 65, where the zwitterions comprise glycine.

67.  The method of claim 57, wherein the ionic strength of the load fluid is no more than

100 mM.

68.  The method of claim 57, wherein the ionic strength of the load fluid is no more than

50 mM.

69.  The method of claim 57, wherein the ionic strength of the load fluid is no more than

25 mM.

8

70.  The method of claim 57, wherein the ionic strength of the load fluid is no more than

10 mM.
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71.  The method of any one of claims 1-3, wherein the medium removes at least 90% of
the impurities selected from the group consisting of host cell proteins, nucleic acids, product
variants, endotoxins, and Protein A.
72.  The method of claimA7 1, wherein the medium removes at least 99% of the impurities
selected from the group consisting of host cell proteins, nucleic acids, product variants,

endotoxins, and Protein A.

73.  The method of claim 72, wherein the medium removes at least 99.9% of the
impurities selected from the group consisting of host cell proteins, nucleic acids, product

variants, endotoxins, and Protein A.

74. The mcth(_)d of any one of claims 1-3, wherein the total product mass bound to the

medium is at least 10% of the total product mass loaded onto the medium.

75.  The method of claim 74, wherein the total product mass bound to the medium is at

least 20% of the total product mass loaded onto the medium.

76.  The method of claim 75, wherein the total product mass bound to the medium is at

least 30% of the total product mass loaded onto the medium,

71.  The method of any one of claims 1-3, wherein the loading of the product onto the

medium is at least 10 mg of product per mL of medium.
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78.  The method of claim 77, wherein the loading of the product onto the medium is at

least 50 mg of product per mL of medium.

79.  The method of claim 78, wherein the loading of the product onto the medium is at

least 100 mg of product per mL. of medium.

80.  The method of claim 79, wherein the loading of the product onto the medium is at

least 500 mg of product per mL of medium.

81.  The method of claim 80, wherein the loading of the product onto the medium is at

least 1000 mg of product per mL of medium.

82.  The method of any one of claims 1-3, wherein the concentration of product in the load

fluid is at least 1 mg of product per mL of load fluid.

83.  The method of claim 82, wherein the concentration of product in the load fluid is at

least 5 mg of product per mL of load fluid.

84.  The method of claim 83, wherein the concentration of product in the load fluid is at

least 10 mg of product per mL of load fluid.

85.  The method of claim 84, wherein the concentration of product in the load fluid is at

least 50 mg of product per mL of load fluid.
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86.  The method of claim 85, wherein the concentration of product in the load fluid is at

 least 100 mg of product per mL of load fluid.

~ 87.  The purified product prepared by the method of claim 1.
88. The purified product prepared by the method of claim 2.
89.  The purified product prepared by the method of claim 3.

90. A method of recovering a purified protein from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:
passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
" medium to bind at least 1mg of protein per mL of medium; and
recovering the purified protein in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

91. A method of recovering a purified protein from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:
passing the load fluid through a medium at operating conditions defined by a partition

coefficient of at least 0.1; and

recovering the purified protein in the column effluent during the load cycle and any °

essentially isocratic wash.

92... ...A method of recovering a purified protein from a load fluid including one or more

impurities, comprising the steps of;:
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passing the load fluid through a medium at operating conditioﬁs which cause the
medium to bind from at least 1 to about 70 mg of protein per mL of medium and defined by a
partition coefficient of 0.3 to 20; and

recovering the purified protein in the column effluent during the load cycle and any |

essentially isocratic wash.

93.  The purified protein prepared by the method of claim 90.
94.  The purified proteih prepared by the method of claim 91.
95.  The purified protein prepared by the method of claim 92.

96. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, compriéing the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditiops which cause the
medium to bind at least 1mg of antibody per mL of medium; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

97. | A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of: :

passing the load fluid through a medium at operating conditions defined by a partition
coefficient of at least 0.1; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.
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| 98. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of: |
passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the 4
medium to bind from at least 1 to about 70 mg of antibody per mL of medium and defined by
a partition coefficient of 0.3 to 20; and
recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

99. . The purified antibody prepared by the method of claim 96.
100. The purified antibbdy prepared by the method of claim 97.‘
101. The purified ant?body prepared by the method of claim 98.

102. A method of recoveﬁng a purified product from a load fluid including one or more
'impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
medium to bind at least 1mg of product per mL of medium; wherein the operating conditions

are identified in a screening step; and

recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any '

‘essentially isocratic wash.

103.. A method of recovering a purified product from a load fluid including one or more

impurities, comprising the steps of:
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passing the load fluid through a medium at operating conditions defined by a partition
coefficient of at least 0.1; wherein the operating conditions are idenﬁﬁed in a screening step;
and

recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any |

essentially isocratic wash.

104. A method of recovering a purified product from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
medium to bind from at least 1 to about 70 mg of product per mL of medium and defined by
a paftition coefficient of 0.3 to 20; wherein the operating conditions are identified in a

screening step; and

recovering the purified product in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

105. A method of recévering a purified protein from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
medium to bind at least 1mg of protein per mL of medium; wherein the operating conditions
are identified in a screening step; and

;
recovering the purified protein in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

-106. A method of recovering a purified protein from a load fluid including one or more

impurities, comprising the steps of:
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passing the load fluid through a medium at operating conditions defined by a partition
coefficient of at least 0.1; wherein the operating conditions are identified in a screening step;
and

recovering the puriﬁed protein in the column effluent during the load cycle and an'“y»

-essentially isocratic wash.

107. A method of recovering a purified protein from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
medi_um to bind from at least 1 to about 70 mg of protein per mL of medium and defined bya
partition coefficient of 0.3 to 20; wherein the operating conditions are identified in a

screening step; and

recovering the purified protein in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.,

108. A method of Tecovering a purified antibody from a load fluid includi_ng one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
medium to bind at least 1mg of antibody per mL of medium; wherein the operating
conditions are identified in a screening step; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any*

essentially isocratic wash.

109. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more

impurities, comprising the steps of:
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passing the load fluid through a medium at operating conditions defined by a partition
coefficient of at least 0.1; wherein the operating conditions are identified in a screening step;

and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and éﬁy

essentially isocratic wash.

110. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a medium at operating conditions which cause the
medium to bind from at least 1 to about 70 mg of antibody per mL. of medium and defined by
a partition coefficient of 0.3 to 20; whérein the operating conditions are identified in a

screening step; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

111. A method of recovering a purified antibody from a load flwid including one or more
impurities, comprising the stebs of:

passing the load fluid through a charged ion exchange medium at operating conditions
which cause the medium to bind at least 1mg of antibody per mL of medium; wherein the

operating conditions comprise pH levels and ionic strengths; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and anyis

essentially isocratic wash.

112. .A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more

impurities, comprising the steps of:

73



{?,‘r" 0n™n
@]

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919

passing the load fluid through a charged ion exchange medium at operating conditions
defined by a partition coefficient of at least 0.1; wherein the operating conditions comprise
pH levels and ionic strengths; and |

recovering the purified antibody in the column efﬂuent' during the load cycle and éﬁy

essentially isocratic wash.

113. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or mére
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a charged ion exchange medium at operating conditions
which cause the medium to bind from at least 1 to about 70 mg of antibody per mL of
medium and defined by a partition coefficient of 0.3 to 20; wherein the operating conditions
comprise pH levels and ionic strengths; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

114. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load ﬂuid through a hydrophobic interaction chromatography resin at
operating conditions which cause the resin to bind at least 1mg of antibody per mL of resin;

wherein the operating conditions comprise pH levels, ionic strengths, and salt concentrations;
and ’
recoilen'ng the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.
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115. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a hydrophobic interaction chromatography resin at
operating conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1; wherein the operatiné
conditions comprise pH levels, ionic strengths, and salt concentrations; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

116. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:
passing the load fluid through a hydrophobic interaction chromatography resin at
operating conditions which cause the medium to bind from at least 1 to about 70 mg of
antibody per mL of medium and defined by a partition coefficient of 0.3 to 20; wherein the
operating conditions comprise pH levels, ionic strengths, and salt concentrations; and
recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

117. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, c_omprising the steps of:
passing the load fluid through a hydroxyapatite chromatography resin at operating
" conditions which cause the resin to bind at least 1mg of antibody per mL of resin; wherein &
the operating conditions comprise pH levels, ionic strengths, phosphate concentrations,

calcium concentrations, arginine concentrations, glycine concentrations, and HEPES

concentrations; and.
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recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

118. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or moré '
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through a hydroxyapatite chromatography resin at operating
conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1; wherein the operating conditions
comprise pH levels, ionic strengths, phosphate concentrations, calcium concentrations,
arginine concentrations, glycine concentrations, and HEPES concentrations; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

119. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, compfising the steps of:

f)assing the load fluid through a hydroxyapatite chromatography resin at operating
conditions which cause the medium to bind from at least 1 to about 70 mg of antibody per
mL of medium and defined by a partition coefficient of 0.3 to 20; wherein the operating
conditions comprise pH levels, ionic strengths, phosphate concentrations, calcium
concentrations, arginine concentrations, glycine concentrations, and HEPES concentrations;

and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any®

essentially isocratic wash.

.120.. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more

impurities, comprising the steps of:
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passing the load fluid throilgh an immobilized metal affinity chromatography resin at
operating conditions which cause the resin to bind at least 1mg of antibody per mL of resin;
wherein the operating conditions comprise counterligénd levels and pH levels; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

121. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through an immobilized metal affinity chromatography resin at
operating conditions defined by a partition coefficient of at least 0.1; wherein the operating
conditions comprise counterligand levels and pH levels; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and any

essentially isocratic wash.

122. A method of recovering a purified antibody from a load fluid including one or more
impurities, comprising the steps of:

passing the load fluid through an immobilized metal affinity chromatography resin at
operating conditions which cause the medium to bind from at least 1 to about 70 mg of
anﬁbody per mL of medium and defined by a partition coefficient of 0.3 to 20; wherein the
operating conditions comprise counterligand levels and pH levels; and

recovering the purified antibody in the column effluent during the load cycle and .'

any essentially isocratic wash.

77



praen

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919
FIGURE 1
4 ———————————————————————— .»:

/ ~ Asymptote=Q,,

=
E
o)
E
& ,
K,= % = QI;":" for linear range
C (mg/mL)
1/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



arnag

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919

1B

B-E mode
=,
o
o’
1
3
o]
o WP mode
O
©
5
o FT mode
mn
Product in Solution (¢)
-
Load concentration
3~ 100 mg/mL
2/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



ﬁr‘ﬂ"h’,

ES

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919

FIGURE 2

Impurity

Log Kprod & Kimpurity
=
U

Log NaCl
J I\ J
. Y Y
Bind/Elute Flow-through
(Kp>20) (Kp<D.1)

Weak Partitioning
Region

(0.1<Kp<20)

3/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 2006/099308

2B

Phosphate

Illl

260 ' 460 l6(')0 1000
NaCI
4/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

nanRy

PCT/US2006/008919



nealyg

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919
FIGURE 3
Load Wash Efute

« Bind-Elute (B-E)
» High Kyog > 20
» Capaclity fimit: product mass on resin {not foad volume)
» Changse In mobile phase to elute product

A280
S~y

Time or volume

Load Wash
* Flowthrough (FT)
b Very low Kpog <0.1 s
» Capacity imit: impurity breakthrough and volume 9
» Isocratic
*» Chromatogram with rapid breakthrough, washout ' Time or volume
s Weak Partitioning (WP) o e

v Intermadiate Kpy 0.1< K < 20

» Capacily improved over FT mode (both load volume & mass)
» . Isocratle

» Dslayed breakthrough, lagging washout

A280

Time or volume

5/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



nenn T
$‘ o

WO 2006/099308 . | PCTUS2006/008919
FIGURE 4
Wash i
< Load > < > Strip
T -
[ :
1 “
S E v wp
2 : FT ‘/
l'A ‘\ N
J,’ Product pool AT M
b i

Time or volume

6/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



nranno

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919

Figure 5
A Initially, Kp Later, Kp influences
affects purity | point of breakthrough
High Kp . Optimal balance of

= . B LRV & Capacity

= ™

4 | MedKp ﬁ

>

-

5

- Low K] | '
g | towke \ L M\
Challenge (mg/mL resin)
B
Kp has little effect [Increasing Kp decreases o iyoiance of
on recovery recovery at low LRV, Gapacity
- challenge / & Racovary
High challenge
(< 150 mg/mL)

-
g Low challenge
O (< 75 mg/mL)
3]
0]
0

Kp

M5

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



peoTy

PCT/US2006/008919

WO 2006/099308
FIGURE 6
Sci:?\ﬁ;uﬁ’@br?ﬁﬂﬂ 3 : 1 L’ N ]
H - LI, .

T T 1. HTS to determine Kp
£ . Measure LRV and selectivity, if
gasl ot possible
e 7] KL WA
51 B ’-_ré:~

f s 2. Low challenge runs
3 8 4 e
1 1R 10RO 1 Overlay chromatograms
2 Table of recaveries, LRVs
ProALRV for AAB Establish useful range of Kp

« ¥y ¢ ¢ 2.2 3 1 4

e 3. High challenge capacity
uns
3 Plot capacity at acceptable
£ Med Kp impurity levels vs Kp
S, Low Kp
& 2
= o
- §
E High Kp
Challenge (mg/mL resin) Kp 4. Optimal WPC run,
High capacity, good LRV,
good recovery
Load 4 Wash .
<« —> < » |1 Strip
(o
g
---—_-~--.r‘—~—--- - e e WS e WY
BE FT

8/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



nenag

‘WO 2006/099308 PCT/US2006/008919

FIGURE 7

780 v v v 0 0 o0 0 0 0 1
910 12 14 16 18 2.0
Log[Cl] -

9/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



neoaq-

WO 2006/099308 ' ' PCT/US2006/008919

FIGURE §

o
.o

sudensugeunanssnuy
. H

3- g l“ ™ ..é.l .y ,'
o5 i
] :

—

LRV@122mg/mL

~="-lvll:
1.5"§ F il
£ -':'.‘
1% =l'.,',-‘!.
T8 81 2 461020 40 100

Kp

10/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



prnan

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919
FIGURE 9
9.0 Legend
B fogK n
- 0500
BE . 0.000
8.5 A o 0.500
PRl = 1.000
] 3, 1.000
pH8.0;
7.5
J
7.0
L v ? ¥ L) i

log[Ct-}

11/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



Neapn
[¥)

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919
Figore 10
A HCP breakthrough profiles under varying Kp conditions
Increasing Kp (FT to WP conditions} *K=01
increases HCP LRV ' AaK=08
44 A _ o K=273
o K=7
g9
=
a.
£ 2
11 L s
0 T ) T - T T T 1
0 250 500 750 1000 1250 1500
L.oad Challenge (mg/mf)
B Protein A breakthrough profiles under varying Kp éondmons
25 oeK=0.1
wK=038
- 15 -
£ n
£
€10 -
5 R
0 . 2o L G e MG Bt oo Bt | B .
0 500 1000 1500 2000 2500
‘Load Challenge (mg/ml)
12/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



éﬂf"ﬁn -
: 3¢,

WO 2006/099308 PCT/USZOO6/0089_19‘

Figare 11

Optimum Operating window for WPC

Optimum Operating
31 window T 105
+ 100
= Recovery, Sa i
= i aremeress-N e 7%
: I N
Q
g tes g
< +8 3
z $
\'-'/ T 75 ('
a. + 70
O
= + 65
-~ 60
100
Partition Coefficient (Kp)
13/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



nenas

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919

FIGURE 12

a5T4 Optimum Operating window for WPC
51 Opt. Operating T 120
4.5 - window
o 4 &\ n + 100
1o
o 3.5 Recovery 180 @
o [y
T 25 +60 @
g 2 g
= T40 o
= 1.5
11 120
0.5 _
0 T T Ty T LEAEARLLEE ) v T 1T vy rn ¥ T vV TayTl O
0.1 1 10 100 1000
Partition Coefficient (Kp)
14/15

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



prog;

WO 2006/099308 PCT/US2006/008919
Figure 13
Optimum operating conditions
Optimum Operating
50 1 window T 120
— —r
40 - = T 100
RecOVery o
T8 =
= +60 @
s 3
I 20 - 3 9
+ 40 0w
10 Lo
HMM\“
0 e —% 0
1 10 100
Partition Coefficient (Kp)
1515

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



10

15

20

25

WO 2006/099308 1 PCT/US2006/008919

pRnan

UN METODO DE CROMATOGRAFIA DE PARTICION DEBIL

Campo de la Invencidn

[0001] La invencién se relaciona con métodos para
recuperar un producto purificado de un flﬁido de carga que
incluye una o maAs impurezas. En ciertas modalidades de la
invencidén los métodos comprenden pasar el fluido de carga por
un medio en condiciones de operacidén que originan que el
medio se una por lo menos un 1 mg de producto por ml de
medio, y recuperar el producto purificado en el efluente de
columna durante el ciclo de carga y esencialmente cualquier
lavado isocratico. En otras modalidades de la invencidn, los

métodos comprenden pasar la carga a través de un medio en

‘condiciones de operacidén definidas por un coeficiente de

particién de por lo menos 0,1.

Antecedentes de la Invencidn

[0002] Dentro de la industria de 1la biotecnologia, 1la
purificacién de proteinas a escala comercial es un reto
importante para el desarrollo de proteinas recombinantes para
propdésitos terapéutico vy de diagnostico. Los problemas
relacionados con el rendimiento, pureza, y resultados plagan
al sector manufacturero. Con el advenimiento de la tecnologia
de proteina recombinante, una proteina de interés puede ser
producida usando lineas celulares anfitrionas eucaridticas o

procaridéticas cultivadas manipuladas por ingenieria para
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expresar un gen que codifique la proteina. Lo que resulta del
proceso de cultivo de células anfitrionas, sin embargo, es
una mezcla de la proteina deseada junto con impurezas que son
derivadas de la proteina misma, tales como variantes de la
proteina, o de la célula anfitriona, tales como proteina de
la célula anfitriona. El uso de la proteina recombinante
deseada para aplicaciones farmacéuticas es contingente por
ser capas de recuperar de manera confiable en niveles

adecuados de la proteina a partir de estas impurezas.

[0003] Los métodos de purificacidn de proteinas
convencionales estan disefilados para separar la proteina de
interés de las impurezas con base en diferencias en tamafio,
carga, solubilidad, y grado de hidrofobicidad. Tales métodos
incluyen métodos cromatograficos tales como cromatografia por
afinidad, cromatografia por intercambio idénico, cromatografia
de exclusién de  tamafio, cromatografia de interaccidn
hidréfoba, cromatografia de afinidad de metal inmovilizado, vy
cromatografia de hidroxiapatita. Estos métodos emplean
frecuentemente un medio de separacidén que puede estar
disefiado para adherirse selectivamente a la proteina de
interés o a las impurezas. En el modo de ligado por el ruido,
la proteina deseada se liga selectivamente al medio de
separacién y es eluida diferencialmente desde el medio
mediante diferentes disolventes. En el modo de flujo
continuo, las impurezas especificamente se ligan al medio de

separacién mientras que la proteina de interés no lo hace,
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“flujo continuo”.

[0004] Métodos usuales para la purificacidén de proteinas
tales como anticuerpos, incluye dos o mas etapas
cromatograficas. Por ejemplo, la primer etapa para el

protocolo de purificacién de proteinas frecuentemente
involucra una etapa de cromatografia por afinidad que utiliza
una interaccidn especifica entre la proteina de interés y un
reactivo de captura inmovilizado. Los absorbentes de 1la
proteinas A son particularmente UGtiles para la captura por
afinidad de las proteinas, tales como los anticuerpos, gue
contienen una regidén Fc. Sin embargo, los inconvenientes en
usar la cromatografia de proteina A para la purificacién de
proteinas incluye la fuga del agente de captura de proteina
A, llevando a la contaminacién del producto de proteina
eluido. Adicionalmente la captura por afinidad no separa las
variantes de la proteina, tales como formas agregadas de la

proteina, de la proteina de interés.

[0005] Los investigadores han usado los métodos de ligado-
eluido, o los métodos de flujo <continuo, y métodos de
desplazamiento en esfuerzos para recuperar las proteinas
libres de las impurezas resultantes tanto del proceso de
cultivo como de las etapas anteriores posibles en el proceso
de purificacién mismo. Ejemplos de grupos que usan la etapa
de ligado-eluido como una segunda etapa tipica para purificar

proteinas luego de una etapa de captura por afinidad incluye:
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la Patente estadounidense 4,983,722, que describe un método
de intercambio idénico mediante ligado-eluido de reducir la
proteina A desde una mezcla; la Patente estadounidense
5,429,746, que describe un método de cromatografia de
interaccién hidrdéfoba  ligado-eluido para purificar el
anticuerpo IgG de una mezcla que incluye impurezas de
proteina A; vy la Patente estadounidense 5,644,036, que
describe un proceso de tres etapas para obtener una
preparacién de anticuerpo IgG purificada que comprende una
etapa de proteina A, una etapa de intercambio iénico por
ligado-eluido, y una etapa de exclusién de tamario. Otros
grupos han usado una etapa de flujo continuo después de la
etapa de cromatografia por afinidad. Por ejemplo, la
publicacién PCT WO 04/076485 describe un método para remover
una proteina A fugada de un anticuerpo purificado por una
etapa de cromatografia por proteina A luego de una etapa de
intercambio idénico por flujo continuo. La publicacién PCT WO
03/059935 describe un método para purificar una proteina en
una muestra que comprende someter la muestra a una etapa de
cromatografia por hidroxiapatita de flujo continuo luego de

una etapa de cromatografia por afinidad.

[0006] Otros grupos han usado un esquema unico de etapa de
purificacién por brillado para evitar los problemas asociados
con las etapas de purificacién anteriores. Por ejemplo, la
Patente estadounidense 6,177,548 describe un método de flujo
de etapa unica- intercambio idénico pasante para remover los

agregados de una muestra bioldégica en donde el pH de la
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muestra es ajustado a 0,2 logaritmos por debajo del punto
isoeléctrico de la muestra biolégica. La Patente
estadounidense 5,451,662 describe un método de etapa Unica de
intercambio de 1ién por ligado-eluido en donde el pH de la
mezcla de proteina cruda es ajustado a un punto entre 1los
rasgos de puntos isoeléctricos de las facciones de proteina
que van a ser separadas. La publicacién PCT WO 05/044856
describe un método de etapa Unica por desplazamiento para la
remocidén de agregados de alto peso molecular de preparaciones

de anticuerpos usando cromatografia de hidroxiapatita.

[0007] Ninguno de los métodos de ligado-eluido o flujo
continuo en el estado de la técnica, sin embargo, son capaces
de cumplir con las necesidades de la industria biotecnolédgica
en términos de todos los requerimientos de rendimiento,
produccidén, y pureza del producto. Los métodos de 1ligado-
eluido y los métodos por desplazamiento estan limitados por,
entre otros factores, el limite de capacidad del medio de
separacidén para la proteina deseada. Los métodos de flujo
continuo, por otro lado, permiten exposiciones de carga
mayores que los métodos de ligado-eluido pero estan limitados
por la capacidad del medio de separacién en cuanto a lés
impurezas. Con los métodos de flujo continuo, ningun ligado
sustancial del producto a la columna ocurre; cualquier ligado
sustancial de producto es visto como recuperacidén que
impactan negativamente al producto. Existe una necesidad de
tener métodos de recuperacién de proteinas purificadas con

una de alto rendimiento que cumplan con los requerimientos de
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pureza y desempefic necesarios para aplicaciones terapéuticas
y de diagnostico. Adicionalmente, los procesos comerciales de
fabricacidén agregan la necesidad de esquemas de purificaciédn

confiables, robustos, efectivos en cuanto a costo.

Resumen de la Invencién

[0008] La presente invencidén se relaciona con métodos para
recuperar un producto purificado de un fluido de carga que
incluye una o mas impurezas al pasar el fluido de carga a
través de un medio en condiciones operativas que causan que
el medio ligue por lo menos 1 mg de producto por mL de medio
y recuperar el producto purificado en el efluente de columna
durante el ciclo de carga y cualquier lavado esencialmente
isocratico. En otras modalidades las condiciones operativas
causan que el medio ligue por lo menos 5 mg de producto por
mL de medio. En otra modalidad las condiciones operativas
causan que el medio ligue por lo menos 10 mg del producto por
ml, de medio. En otras modalidades las condiciones operativas
causan que el medio ligue por lo menos 20, 30, 40, 50 o 60 mg

de producto por mL de medio.

[0009] La presente invencidén también se relaciona con
métodos para recuperar un producto purificado desde un fluido
de carga que incluye una o mas impurezas al pasar el fluido
de carga por un medio en condiciones operativas definidas por
un coeficiente de particidédn de por lo menos 0,1 y recuperar

el producto purificado en el efluente de columna durante el
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ciclo de carga y cualquier lavado esencialmente isocratico.
En una modalidad, el coeficiente de particidédn estd en el
rango de cerca de 0,2 a cerca de 20,0. En otra modalidad, el
coeficiente de particidén estd en el rango de cerca de 0,2 a
cerca de 10,0. En otra modalidad, el coeficiente de particién
esta en el rango entre cerca de 1,0 a cerca de 5,0. En otra
modalidad, el coeficiente de particidén estd en el rango entre
cerca de 0,5 a cerca de 5,0. En una modalidad adicional, el
coeficiente de particidén estd en el rango entre 0,5 a cerca

de 1,5.

[0010] La presente invencién también se relaciona con
métodos para recuperar un producto purificado desde un fluido
de carga que incluye una o mas impurezas al pasar el fluido
de carga por un medio en condiciones operativas gque causan
que el medio ligue por lo menos 1 a cerca de 70 mg de
producto por mL de medio y que estd definido por un
coeficiente de particién de 0,3 a 20, y recuperar el producto
purificado en el efluente de columna durante el ciclo de

carga y cualquier lavado esencialmente isocréatico.

[0011] La invencidén también suministra identificar, en una
etapa de seleccidén, las condiciones operativas que causan que
el medio ligue por lo menos un mg de producto por mL de medio
o alternativamente, estdn definidas por un coeficiente de
particién de por lo menos 0,1. La etapa de seleccidn puede

emplear estudios de ligado por tandas o estudios de ligado en
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columna, tal como estudios por gradiente de elucidén o

estudios por ilusidén isocréatica.

[0012]  Las condiciones operativa e incluyen niveles de pH,
fuerzas idnicas, concentraciones de sal, concentraciones de
excipientes (tales como concentraciones de fosfato,
concentraciones de <calcio, concentraciones de arginina,
concentraciones de glicina, y concentraciones de HEPES), vy
niveles de contraligando (tales como concentraciones de

imidazol), dependiendo de la seleccidén del medio.

[0013] El medio puede ser cualquier tipo de resina
cromatografica o medio de separaciédén, incluyendo un medio d
intercambio idénico cargado, tal como un medio de intercambio
aniénico, o un medio de intercambio catidénico, una resida de
cromatografia de interaccién hidréfoba, una resina de
hidroxiapatita, o una resina de cromatografia por afinidad de

metal inmovilizado.

[0014] Los producto purificados pueden ser recuperados
usando la invencidn e incluyen proteinas de fusidn, proteinas
que contiene Fc, y monoconjugados, citosinas, interleucinas,

hormonas, y enzimas terapéuticas.

[0015] Las impurezas que pueden ser removidas usando la
invencién incluyen proteinas de células anfitrionas, é&cidos
nucleicos, variantes de producto, endotoxinas, proteina A, vy

virus.
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[0016] En una modalidad, el medio remueve por 1o menos
99.9% de las impurezas en el fluido de carga incluyendo
proteinas de células anfitrionas, &acidos nucleicos, variantes

de productos, endotoxinas, y proteina A.

[0017] En otra modalidad, la concentracidn de las
variantes de producto en el producto purificado no es mas de

cerca del 2%.

[0018] En modalidades adicionales, la carga en el medio
puede estar en una exposicidén de carga de por lo menos 500 mg

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

[0019] En un aspecto de la invencién, un producto
purificado es recuperado de un fluido de carga incluyendo una
o mas impurezas al pasar el fluido de carga a través de un
medio de intercambio de i16n cargado en condiciones operativas
que comprenden niveles de pH y fuerzas idnicas que causan que
el medio legue por lo menos 1 mg de producto por mL de medio
o alternativamente, en condiciones operativas definidas por

un coeficiente de particidén de por lo menos O,1.

[0020] En otro aspecto de 1la invencidén, un producto
purificado es recuperado de un fluido de carga que incluye
una o mas impurezas al pasar el fluido de carga por una
resina de cromatografia de interaccidn hidrdéfoba en

condiciones operativas que comprenden niveles de pH, fuerzas
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ligue por 1lo menos 1 mg de producto por mL de medio o
alternativamente, en condiciones operativas definidas por un

coeficiente de particién de por lo menos O0,1.

[0021] En otro aspecto de la invencién un producto
purificado es recuperado de un fluido de carga que incluye
una o mas impurezas al pasar el fluido de carga por una
resina de cromatografia de hidroxiapatita en condiciones
operativas que comprenden niveles de pH, fuerzas idnicas,
concentraciones de fosfato, concentraciones de calcio,
concentraciones de argenina, concentraciones de glicina,
concentraciones de HEPES, y concentraciones de imidazol que
causan que el medio ligue por lo menos 1 mg de producto por
ml. de medio o alternativamente, en condiciones operativas
definidas por un coeficiente de particién de por lo menos

0,1.

[0022] Todavia en otro aspecto de la invencién un producto
purificado es recuperado de un fluido de carga que incluye
una © mas 1impurezas al pasar el fluido de carga por una
resina de cromatografia por afinidad de metal inmovilizado en
condiciones operativas que comprenden niveles de
contraligandos y niveles de pH que causa que el medio ligue
por lo menos 1 mg de producto por mL de medio, o©
alternativamente, en condiciones operativas definidas por un

coeficiente d particién de por lo menos O,1.
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[0023] Los métodos de la invencidén pueden ser combinados
opcionalmente con una o mads de purificacidén. La etapa

opcional puede llevarse acabo antes de o luego de practicar
el método de la invencidén. Por ejemplo, los métodos de la
invencidén pueden ser combinados opcionalmente con una etapa

de cromatografia por proteina A como una etapa inicial.

[0024] En una modalidad de 1la invencién, un fluido que
contiene el producto es eluido de una columna de proteina A
usando un amortiguador de elucidén de baja fuerza idnica; el
pH y la conductividad del fluido que contiene el producto se
ajusta usando un amortiguador de neutralizacidén que resulta
en no mads de 20 mm de fuerza idénica del fluido que contiene
el producto, resultando en el fluido de carga; y el fluido de
carga es pasado por un medio de intercambio anidénico bajo

condiciones operativas de la invencidn.

[0025] En algunas modalidades,‘el amortiguador de elucién
comprende moléculas con un grupo catidénico cargado con un pK
a de 6.5-10. En otras modalidades, el amortiguador de elucidn
comprende adicionalmente moléculas con un grupo aniénico
cargado con un pK a de 2-5. En ciertas modalidades, el
amortiguador de elucidn comprende moléculas que son

zuiteridénes con pHs entre 7 y 9.

[0026] La invencidn también suministra productos
purificados, incluyen proteinas purificadas de anticuerpos,

preparados por los métodos de la invencién.
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[0027] Objetivos y ventajas adicionales de la invenciédn se
estableceran en parte en la descripcidén que sigue, y en parte
serdn obvias de la descripcidén o pueden ser aprendidas por la
practica de la invencidén. Los objetivos y ventajas de la
invencidén serdn realizados y logrados por medio de elementos
y combinaciones particularmente destacados en las

reivindicaciones adjuntas.

[0028] Debe entenderse que tanto la descripcidén general
anterior y la siguiente descripcidn detallada son
ilustrativas y explicatorias solamente y no son restrictivas

de la invencidn, seguin se reivindico.

[0029] Los dibujos adjuntos que son incorporados aqul vy
constituyen parte de esta especificacidén, y Jjunto con 1la
descripcidén, sirven para explicar los principios de la

invencién.

Breve descripcidén de las figuras

[0030] La figura 1 muestra (A) la relacidén entre un
coeficiente de particién y un isotermo de absorcidn del
producto; y (B) los isotermos de absorcidén para productos que
ligan a la resina para tres modos de operacién: modo ligado-

eluido, modo de particidén débil, y modo de flujo continuo.
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[0031] La figura 2 muestra (A) las regiones de particidén
para los tres modos de operacién en la cromatografia de
intercambio de iones: modo de ligado- eluido, modo de
particién débil, y modo de flujo continuo; y (B) las regiones
de particidén para los tres modos de operacidén en

hidroxiapatita.

[0032] La figura 3 muestra cromatogramas esquematicos para
los tres modos de operacidén: modo de ligado-eluido, modo de

particidén débil, y modo de flujo continuo.

[0033] La figura 4 muestra un comparacidén entre los

cromatogramas de particién débil y de flujo continuo.

[0034] La figura 5 muestra (A) perfiles de remocidén de
contaminante tipicos como wuna funcién de Kp y (B) la

recuperacidén como una funcidén del reto de la carga y Kp.

[0035] La figura 6 muestra una progresidén tipica de 1la
etapa de cromatografia del desarrollo de la etapa de
cromatografia de particidén débil, incluyendo 1) seleccidén de
alto rendimiento para determinar Kp, 2) serie del exposiciédn
de carga baja, 3) series de capacidad de alto reto, y 4)

series de cromatografia de particién débil optimas.

[0036] La figura 7 muestra un grafico de contorno de Kp

versus pH y la concentracidén de cloro total del conjunto de
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datos de baja concentracién, como se describidé en el
experimento 1.1.
[0037] La figura 8 muestra la remocidén de la proteina A

como una funcidén del coeficiente de particidén, Kp, como se
describié en el experimento 1.1. El1 valor de remocidn en
logaritmo se incrementa con el Kp. El modo de flujo continuo
es indicado por la caja punteada con “FT”, mientras que el
modo de particidén débil es indicado por la caja punteada con

\\WP/I .

[0038] La figura 9 muestra un grafico de contorno de
log;oKp contra pH y el log de la concentracidén total de cloro,

como se describidé en el experimento 2.1.

[0039] La figura 10 muestra(A) para el Mab-AAB, - los
perfiles de presentacidén de proteina en células anfitrionas
como una funcién de Kp en la cromatografia de intercambio de
ién; y (B) para Mab-RAB, la presentacién de la proteina A
como una funcidén de Kp en la cromatografia de intercambio de

16n.

[0040] La figura 11 muestra para el Mab-MYA, la ventana
operativa optima para la cromatografia de particién débil en
hodroxiapatita. El Kp oéptimo en este ejemplo, esta entre 1,5

y 20.
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[0041] La figura 12 muestra para Mab-A5T4, la ventana
operativa optima para la cromatografia de particidén débil en
hidroxiapatita. E1 Kp o6ptimo en este ejemplo esta entre 2 vy

20.

[0042] La figura 13 muestra para Mab-MYO, 1la ventana
operativa optima para la cromatografia de particidédn débil en
hidroxiapatita. El Kp 6ptimo en este ejemplo esta entre 5 y

20.

Descripcidén detallada de la invencidn

A. Definiciones

[0043] Con el objeto de que la presente invencidén sea mas
fécilmente entendida ciertos términos son definidos primero.
Las definiciones adicionales son establecidas a través de la

descripcidén detallada.

[0044] El término “modo de flujo continuo” se refiere a
una técnica de separacidn por preparacidén de producto en la
cual por lo menos un producto contenido en la preparacién
tiene el propdsito de fluir por una resina cromatografica o
medio, mientras que por lo menos un contaminante o impureza
potencial se 1liga a la resina o medio cromatografico.
Generalmente, el coeficiente de particién del producto para

el modo de flujo continuo es menor a 0,1 y la concentracidn
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de producto ligado es menor a 1" mg/mL. El “modo de flujo

continuo” es una operacidn isocratica.

[0045] El término “modo ligado-eluido” se refiere a una
técnica de separacidédn para preparacidén de producto en el cual
por lo menos un producto contenido en la preparaciédn se liga
a una resina cromatografica o medio. Generalmente, el
coeficiente de particién del producto para el modo ligado-
eluido es mayor a 20 y las concentraciones de producto ligado
estén entre 1 a 20 mg/mL. El producto ligado en este modo es

eluido durante la fase de elusidn.

[0046] El término “modo de particidédn débil” se refiere a
una técnica de separacidén para preparacién de producto en la
cual por lo menos un producto contenido en la preparacidén, y
por lo menos un contaminante o impureza, ambos se ligan a una
resina o medio cromatogrdfico. El ligado del producto en el
modo de particién débil es de por lo menos de 1 mg por mL de
resina o medio cromatografico. Generalmente, el coeficiente
de particidén del producto para el modo de particidén débil es
de por lo menos 0,1. El “modo de particidén débil” es una

operacidén isocratica.

[0047] El término “ coeficiente de particidén “ (Kp)se
refiere a la proporcidén de equilibrio de la concentracidn del
producto absorbido en la resina (Q) a la concentracidén de
producto en la solucidén (c) bajo condiciones especificadas de

pH y composicién de la solucién. El coeficiente de particidn
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Kp también esta relacionado a los isotérmicos de absorcidn
del producto como se muestra en la figura 1. El coeficiente
de particidén Kp corresponde a la pendiente de la isotérmica
de absorcidén del producto en concentraciones de solucidén muy

baja. Esta relacionado con la capacidad maxima como sigue:

KpZQZQmax
C kg

en donde Qnax es la capacidad méaxima de la resina para el
producto, vy Kq es la constante de disociacién para la
interaccién “resina-productos”. El coeficiente de particién
es medido tipicamente con una técnica de ligado por tandas,
pero otras técnicas, tales como la cromatografia isocréatica,

también pueden ser usadas.

[0048] El término “producto ligado” (Q) se refiere a la
cantidad de producto que se liga a la resina cuando esta en

equilibrio con una corriente de alimentacidn.

[0049] El término “anticuerpos” se refiere a cualquier
inmunoglobulina o fragmento de ella, y e involucra cualquier
polipéptido que comprende un sitio de ligado antigeno. El
termino influye, pero no se limita a, anticuerpos
policlonales, monoclonales, monoespecificos, poliespecificos,
no especificos, humanizados, humanos, de cadena uGnica,
quiméricos, sintéticos, recombinantes, y hibridos, mutados,

injertados, y generados in vitro. El término “anticuerpos”
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también incluye fragmentos de anticuerpos tales como Fab,
F(ab"),, Fv, scFv, Fd, dAb, y otros fragmentos de anticuerpo
que retiene la funcidén de ligado al antigeno. Tipicamente,
tales fragmentos comprenderian un dominio de ligado a

antigeno.

[0050] En ciertas modalidades de la invenciédn, el
anticuerpo es uno que comprende una regidén Cy2/Cy3 y por 1lo
tanto es conducible a purificacién mediante cromatografia por
proteina A. El término “regidén Cy2/Cy3” se refiere a aquellos
residuos de amino &cido en la regién Fc de una molécula de
imunoglobulina que interactua con la proteina A. En algunas
modalidades, la regidén Cy2/Cy3 comprende una regidn Cy2
intacta seqguida por una regidn Cyg3, y en otras modalidades,
comprende una regién Fc de una imunoglobulina. Ejemplo de
proteinas que contienen la regidén Cyg2/Cyg incluyen anticuerpos
inmunoadhesiones y proteinas de fisién que comprenden un
proteina de interés fundida a, o conjugada con, una regidn

Cy2/Cy3.

[0051] El término “carga” se refiere a cualquier material
de carga que contiene el producto, sea derivado de cultivo de
células clarificados o de fermentacidén del medio
condicionado, © un intermedio parcialmente purificado
derivado de una etapa de cromatografia. El término “fluido de
carga” se refiere a un liquido que contiene el material de
carga, para pasar a través de un medio bajo las condiciones

operativas de la invencidn.
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[0052] El término ‘“impurezas” se refiere a cualquier
molécula extrafia u objetable, incluyendo una macro molécula
bioldégica tal como un ADN, ARN, o una proteina, diferente de
la proteina de interés que esta siendo purificada que también
esta presente en una muestra de la proteina de interés que
esta siendo purificada. Las impurezas incluyen, por ejemplo,
variantes de proteinas tal como proteinas agregadas, especies
de alto peso molecular, especies de bajo molecular vy
fragmentos y especies desamidatada; otras proteinas de
células anfitrionas que secretan la proteina que va hacer
purifica (proteinas de la célula anfitriona); proteinas que
son parte de un adsorbente usado para la cromatografia por
afinidad que puede lixiviar en una muestra durante las etapas
de purificacidén anteriores, tal <como la proteina A;

endotoxinas; y virus.

[0053] El término “lavado esencialmente isocratico” se
refiere a una solucidén que varia solamente ligeramente desde

el fluido de carga en términos de composicidén o pH.

[0054] El término “efluente de columna” se refiere al
ligquido que sale del medio o de la columna durante el ciclo
de carga, o en el periodo en que la carga esta siendo

aplicada.

[0055] El término “reto de la carga” se refiere a la masa

total de producto cargada dentro de la columna en el ciclo de
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carga de una etapa de cromatografia o aplicada a la resina en
ligado por tandas, medido en unidades de masa de producto por

unidad de volumen de resina.

[0056] El término “valor de logaritmo de remocidén” (LRV)
se refiere al logaritmo (en base 10)de la proporcidén de la
masa de la impureza en la carga de una etapa de purificacién

con respectc a la masa de impureza en el grupo del producto.

[0057] El término “cromatografia isocréatica” se refiere a
la operacién de una columna cromatografica con un disolvente

que no cambia la fuerza durante el periodo de interés.

B. Descripcién del Método

[0058] La presente invencién suministra métodos para
recuperar productor purificados de un fluido de carga que
contiene una © méds impurezas. La invencidén tiene aplicaciédn
en la preparaciédn a gran escala de proteinas para propdsitos

terapéuticos y de diagnostico.

1. Modo de particién débil

[0059] Los solicitantes han encontrado de manera
sorprendente que mediante operar en un modo cromatografico
que reside en la regién entre los modos de cromatografia de
ligado-eluido y flujo continuo convencionales, un alto grado

de reduccién de impurezas, lo mismo que una exposicidn de
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carga de producto alta y una recuperacién de producto puede
ser obtenidos. Los solicitantes han 1llamado este modo de

ligado de producto intermedio, el “modo de particidén débil”.

[0060] En el modo de particién débil un fluido de carga
gue contiene un producto de interés y una o ma&s impurezas es
pasado por un medio cromatografico, con tanto el producto
como las impurezas ligadas al medio. Sin embargo, ligar las
impurezas de manera mas fuerte al medio que el producto y a
medida que la carga continua, un producto no ligado pasa por
el medio y es recuperado del efluente de la columna. El medio
es lavado subsiguientemente de manera opcional bajo
condiciones isocréaticas para recuperar producto 1ligado
débilmente adicional del medio y el producto de cualquier
lavado esencialmente 1socraticomente es agrupado con el
producto purificado del efluente de columna durante el sitio

de carga.

[0061] De acuerdo con la invencidén, el modo de particidn
débil estd definido por condiciones operativas que causan que
el medio ligue por lo menos 1 mg de producto por mL de medio.
En una modalidad, las condiciones operativas causan que el
medio ligue por lo menos 5 mg de producto por mL de medio. En
otra modalidad, las condiciones operativas causan que el
medio ligue por lo menos 10 mg del producto por mL del medio.
En otra modalidad, las condiciones operativas causan que el

medio ligue por lo menos 20 mg de producto por mL de medio.
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[0062] En ciertas modalidades de la invencidn, la masa de
producto total ligada al medio es de por 1o menos 10% de la
masa de producto total cargada en el medio. En algunas
modalidades, la masa de producto total ligada al medio es por
lo menos 20% de la masa de producto total cargado en el
medio. En otras modalidades, la masa de producto total ligada
al medio es de por lo menos 30% de la masa de producto total

cargada en el medio.

[0063] De acuerdo con la invencidén, el modo de particidn
débil también estd definido por un coeficiente de particién
de por lo menos 0,1. En algunas modalidades, el modo de
particidén débil en operacién comprende operar bajo
condiciones definidas por un coeficiente de particidén en el
rango entre cerca de 0.2 a cerca de 20.0.En cilertas
modalidades, el modo de particidén débil, en operacidn
comprende operar bajo condiciones definidas por un
coeficiente de particidén en el rango entre cerca de 0.2 a
cerca de 10.0. En otras modalidades, el modo de particién
débil en operacidédn comprende operar bajo condiciones
definidas por un coeficiente de particién en el rango entre
1,0 a cerca de 5,0. En otras modalidades, el modo de
particidén débil en operacién comprende operar bajo
condiciones definidas por un coeficiente de particién en el
rango entre cerca de 0,5 a cerca de 5,0. Todavia en otras
modalidades el modo de particidédn débil en operacién comprende
operar bajo condiciones definidas por un coeficiente de

particién en el rango entre 0,5 a cerca de 1,5.
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[0064] Por lo menos una modalidad de la presente invencién
suministra condiciones de operacién del modo de particidn
débil que causan que el medio ligue entre por lo menos 1 a
cerca de 70 mg de producto por mL del medio, y gque esta

definido por un coeficiente de particidén de 0,3 a 20.

[0065] La figura 1 muestra los isotérmicos de absorcidén de
producto para los modos del ligado-eluido, flujo continuo, y
particién débil, con el producto que se liga mediante el modo
de particidén débil como un intermedio claro en comparacidn
con los modos de ligado-eluido y flujo continuo. Debido a que
el valor del coeficiente de particién de producto (Kp) es la
proporcién de la concentracidén del producto absorbido con
respecto a la concertacién del producto en la solucidn, 1los
valores Kp para el modo de particién débil son también
intermedios con respecto a los valores en los modos de

ligado-eluido y flujo continuo.

[0066] La figura 2A ilustra las regiones de particidn para
los modos de ligado- eluido, particién débil, y flujo
continuo como una funcién de la fuerza idénica, mostrando que
el Kimp s mas alto en el modo de particidén débil que el modo
de flujo <continuo. Bajo las condiciones de ligado mas
exigentes del modo de particidén débil, una capacidad mayor de
producto puede ser lograda, mayor que en el modo de flujo
continuo, ya que las impurezas son ligadas de manera mas

fuerte, y mads alto que en el modo de ligado-eluido, ya que el
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producto que se liga muy débilmente en comparacidédn a las

impurezas y no toma la mayoria de la capacidad de la resina.

El coeficiente de particidn de la impureza (Kip) €S mayor en

las condiciones de 1ligado mas exigentes, resultando en

concentraciones més bajas de impurezas residuales en el grupo
del producto del modo de particién débil en comparacidén con
el grupo de producto del modo de flujo continuo. Las regiones

de flujo ~continuo, ©particién débil y 1ligado-eluido en

hidroxiapatita, como una funcién de concentracién de fosfato

y de NaCl, se muestran en la figura 2B

[0067] la tabla A resume las diferencias en las

caracteristicas entre los tres modos de ligado: ligado-eluido

(B-E), particidén débil (WP), y flujo continuo (FT).
Tabla A Caracteristicas de los modos FT/WP/B-E
ET WP B-E
Kp <0.1 0.1 >20
Limitacién del | Impurezas Impurezas Producto +
exposicién de | 10-50 mg | 50-500 mg | impurezas
carga Prod/mL Prod/mL <100 mg
(tipico) pero| (tipico) pero | Prod/mL
realmente realmente
dependiente de | dependiente en
la pureza de|la pureza de
la carga la carga
Volumen de | Moderada, para |Muy alta para|Baja, ya que
carga impurezas impurezas el producto se
diluidas 10- | diluidas hasta | liga en
20CVg 50CVq adicién a las
impurezas 5-
20CVsg
[producto]en Igual a la | Retraso <5% de la
el eluato de|concentracién inicial, y | concentracién
carga de carga a | luego y se | de la carga
través de | iguala a la
mucha parte de | concentracidn
la carga de la carga a
través de
mucha parte de
la carga
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Residual Baja Muy baja Dependiente de
[impurezas] las
condiciones de
elusiodn,
volumen del
grupo y
capacidad
Producto <1l mg/mL <10-20 mg/mL >10-20 mg/mL
ligado (Q)
Regidn Rango Ventana Condiciones de
operativa relativamente modesta de | ligado
amplio de | operacién exigentes para
condiciones entre los | carga, rango
modos FT y B-E | amplio de
condiciones de
elucidn
Fases méviles Isocratica Isocratica Cambia en la
composicién
amortiguadora
después de 1la
carga lo que
causa la
elucidn.
[0068] El modo de particidn débil también puede

distinguirse de los modos de ligado- eluido y flujo continuo
por sus cromatogramas, como se muestra en la figura 3.
Inicialmente, 1los cromatogramas para los modos de flujo
continuo y particién débil pueden  parecer bastantes
similares, el producto es recuperado en el efluente de
columna y las fracciones son lavadas, bajo condiciones
isocréaticas. Sin embargo, distinciones sutiles pero
significativas existen en los cromatogramas que pueden se
usadas para distinguir estos modos, como se muestra en la
figura 4. Existe un retraso en el perfil de representacidn
inicial (>0,1 volumenes de columna o CV) para el modo de
particién débil en comparacién con el modo de flujo continuo.
Existe un perfil de lavado méds lento en el modo de particiédn

débil. Un pico de tira pequefia que contiene el producto puede
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estar presente (lo que corresponde ala resina que todavia
liga 10 - 50% de 1la concentracién de producto de carga
después de la etapa de lavado), que puede ser recuperada de
la resina mediante aplicar un lavado con 1-5CV después de la
carga bajo condiciones isocrdticas subsiguientes a la
recuperacién del efluente de columna durante el ciclo de

carga.

[0069] La figura 5A muestra las tendencias generales en

"los LRV contaminantes para los usuarios niveles de valores de

coeficiente de particién de un producto. Los LRV
contaminantes son relativamente bajos en condiciones de Kp
correspondientes a las operaciones de flujo continuo. Operar
bajo condiciones de Kp incrementante incrementa
significativamente los LRV en las facciones de efluente de
columna antes de la presentacidén del contaminante. Como se
muestran en los ejemplos, operar con valor escape en mayores
o mas altos mejora los LRV contaminantes en tanto como 2
logaritmos desde aquellos correspondientes a las condiciones

de flujo continuo esténdar.

[0070] Incrementar el Kp tipicamente incrementa tanto el
ligado del producto como el de los contaminantes a la resina.
El ligado mas fuerte del contaminante con un Kp mas alto
lleva aun LRV méds grande en las facciones del fluyente de la
columna antes de la presentacién del contaminante. Sin
embargo, el reto de la carga en el punto de la presentacidn

del contaminante disminuye con el incrementos en el Kp a
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medida que el producto inicia su competicién con el
contaminante para los sitios de ligado en la resina, como se
represento esquemdaticamente en la figura 5A mediante la curva
de Kp alto. La regidén de particién del por 1lo tanto
corresponde a una ventana operativa que balancea la mejora en
el LRV del contaminante con los requerimientos de 1la

capacidad de columna para una separacidén dada.

[0071] El1 limite superior de Kp para la cromatografia de
particién débil también depende del reto de 1la carga de
columna como se muestra en la figura 5B. El1 coeficiente de
particién no tiene impacto sobre la recuperacidén del producto
en valores que moldea las condiciones de flujo “pasante. La
recuperacién de producto inicia su caida en valores altos de
Kp donde 1las condiciones de lavado isocratico no son
efectivas para lavar el producto ligado de la columna en un
numero razonable de volumenes de lavado. El grado de pérdida
de producto debido al lavado inefectivo es sensible al
exposiciédn de carga, Lo mismo que la naturaleza en proporcién
del contaminante en la carga. Asi, el limite inferior de la
regién WP estd definida por requerimientos de remocidn de
contaminante, mientras que el limite superior para una
exposicién de carga dado estd definido por restricciones de

recuperacién o capacidad del producto.

[0072] En wuna o mds modalidades de 1la invencidn, las

condiciones de particidén débil oéptima puede ser identificadas
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usando la siguiente secuencia de experimentos, como se
muestra en la figura 6:

(i) llevar a cabo una seleccién HTS (o experimentos de ligado
en tandas estdndar) para determinar los coeficientes de
particién de producto Kp como una funcidén de las condiciones
operativas. Identificar la ventana operativa correspondiente
a la regién de particidédn débil (0,1 <Kp<20) entre estos
experimentos.

(ii) Preferiblemente, después de identificar 1la regidén de
particién débil, uno puede llevar a cabo series de
exploracién en una columna a la pequefia escala con una
exposicidén de carga similar a aquellos wusados para la
operacién de flujo continuo estindar (aproximadamente 50
mg/ml) . Uno puede adicionalmente sintonizar de manera fina la
ventana operativa de particién débil con base en la remocidn
de contaminante y los valores de recuperacidén de producto de
estos experimentos.

(iii) mé&s preferiblemente, uno puede generar datos de
presentacidén de contaminante para unas pocas condiciones Kp
dentro de la regidén de particidén débil. Con base en estos
resultados, seleccionar un coeficiente de particidén éptimo en
la regidén de particidn débil que suministre la mayor remocidn
de contaminantes en una exposicidén de carga aceptable.

(iv)Uno puede entonces mas preferiblemente 1llevar a cabo
series de cromatografias de particién débil bajo condiciones
optimas de K, y adicionalmente sintonizar de manera fina la

exposicién de carga y los volumenes de lavado segin se
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necesite para obtener la recuperacidén y la remocidén de

contaminantes optimas.

[0073] Una persona versada en la técnica podria usar estés
instrucciones o wuna variacién de ellas para definir
facilmente una etapa de cromatografia de particidén débil que
suministre una remocién de contaminante mejorada con
exposiciones de carga comparables o mayores a las de 1los
modos de flujos pasante o ligado/diluido de la cooperacidn de
la columna. La estructura general discutida anteriormente
puede, con ajustes menores si se requlere, ser aplicada para
desarrollar wuna etapa de purificacién en un sistema de
intercambio idénico, de interacciédén hidréfoba, de
hidroxiapatita, o multimodo que convine los elementos de

cualquiera o todas de estds clases de interacciones.

2. Técnicas de separacién

[0074] El modo de particidén débil puede ser usado en conjunto
con cualquier resina o medio <cromatografico para la
separacién de un producto de las impurezas. En una modalidad,
el medio es un medio intercambio idénico cargado. EIl
intercambio idénico es una forma de cromatografia que se para
de acuerdo a la carga neta. La separacién de las moléculas
ocurre como un resultado de la competencia entre el producto
cargado de interés y los iones contrarios para los grupos
delirandoos opuestamente cargados en el medio de intercambio

iénico. Las interacciones de ligado entre el producto y un
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medio de intercambio idénico dependen de la carga neta del
producto. La carga neta es dependiente de pH y de la fuerza
iénica del medio, lo que afecta las caracteristicas de carga

diferentes de los aminodcidos y otros competentes en la

superficie expuesta de las moléculas de producto de interés.

[0075] Las resinas de intercambio idénico que pueden ser
usadas en la invencidén incluyen resina de intercambio
anidénico y resinas de intercambio catidnico. Las resinas de

intercambio anidénico pueden emplear sustituyentes tales como

dietilaminoetilo (DEAE), trimetilaminoetilo (TMAE), amino
etilo cuaternario (QAE) y grupos de amina de amina
cuaternaria (Q). El intercambio catidénico puede emplear

sustituyentes tales como carboximetilo (CM), sulfoetilo (SE),
sulfopropilo (SP), fosfato (P) y sulfunato(S). Las resinas de
intercambio idénico celuldsicas tales como DE23,DE32,DES52,CM-
23.CM-32 y CM-52 estén disponibles de Whatman Ltd.Maidstones,
Kent,U.K. Los intercambiadores idnicos reticulados y con base
en sefalex también son conocidos. Por ejemplo, DEAE-,QAE-,CM-
y s-sefalex y DEAE, Q-,CM-y-sefarosa y la sefarosa estéan
todos disponibles de Amersham Biosciences, piscataway,Nj.
Adicionalmente, tanto el copolimeros de estilen glicol-
metacrilato derivados de DEAE y CM tales como TOYOPEARL™ de
DEAE-650S0o CM TOYOPEARL™ CM-650so M estdn disponibles de Toso

Haas co. Filadelfia, PA.

[0076] En ciertas modalidades de la invencidén, el modo de

particién débil, es usado con una resina de cromatografia de
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interaccién hidrdfoba (HIC) para la purificacién de producto.
El HIC es una técnica para separar moléculas con base en la
hidrofobicidad. Generalmente, las moléculas demuestra en una
amortiguador de alto contenido en sal son cargadas en la
resina HIC. La sal en el amortiguador interactua con las
moléculas de agua para reducir la disolucidén de las moléculas
en solucidén, exponiendo asi las regiones hidréfobas en las
moléculas de muestra que son absorbidas consecuentemente por
el medio HIC. Entre mas hidrdéfoba es la molécula, menos sal
se requiere para promover el ligado. Las interacciones de
ligado entre 1las moléculas de producto y el medio HIC
despenden entonces de las condiciones tales como pH, fuerza

idénica, y concentraciones de sal del medio.

[0077] Varias resinas HIC comercialmente disponibles que
pueden ser wusadas en 1la invencidén incluye resinas que
comprenden una matriz base (por ejemplo agarosa reticulada o
material de copolimeros sintéticos) al cual los ligandos
hidréfobos (por ejemplo grupos alquilo o arilo) son
acoplados. Ejemplos que incluyen fenil sefarosa™ 6 FAST
FLOW™ (farmacia LKB Biotechnology, AB  Suecia); Fenil
sefarosa™ de alto rendimiento (farmacia LKB Biotechnology, AB
Suecia); octil sefarosa™ de alto rendimiento (farmacia LKB
Biotechnology, AB Suecia); Fractogel™ EMD fenilo (E.Merck,
Alemania); macro-prep™ metilo o macro-prep'®’ soporte de T-
butilo (Bio-Rad, CA) ;WP HI-propilo(Cs;)™(J.T.Baker,NJ); y

TOYOPEARL™ éter, fenilo o butilo (Toso haas,PA).
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[0078] En otras modalidades de la invencidén, el modo de
particidén débil es usado con cromatografia de hidroxiapatita
para 1la purificacién del producto. La cromatografia de
hidroxiapatita es wuna técnica que utiliza un fosfato de
calcio hidroxilado insoluble de la formula [Caig(POs4)}¢(OH)5],
tanto en la matriz como en el ligando. Los grupos funcionales
consisten de pares de iones de calcio cargados positivamente
(sitios C) y agrupaciones de grupos fosfato cargados
negativamente (sitios P). La interaccidén de ligado entre el
producto y el medio de hidroxiapatita depende de las
condiciones tales como pH, fuerza idnica, y concentraciones
de excipiente, tales como concentraciones de fosfato,
concentraciones de calcio, concentraciones de arginina,
concentraciones de glicina y concentraciones de HEPES del
medio. Varias resinas cromatografias de hidroxiapatita estéan
disponibles <comercialmente y pueden ser usadas en la

invencién.

[0079] En modalidades adicionales de la invencién, el modo de
particién débil es usado con una resina de cromatografia por
afinidad de metal inmovilizado (IMAC) para la purificacién
del producto. El1 IMAC esta basado en la interaccidén entre los
iones de metal de transicién helados inmovilizados en la
resina y las cadenas laterales de imidazol de los residuos de
histidina en el producto etiquetado de interés. La separaciédn
de las moléculas ocurre como resultado de la competencia
entre el producto etiquetado de interés y los contra ligandos

para los grupos de metal en la resina IMAC. Las interacciones
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~del ligado entre el producto y el medio IMAC cargado con

metal depende de las condiciones tales como niveles de contra
ligando, tales como concentraciones de imidazol, y fuerza
iénica del medio. Varias resinas IMAC estdn disponibles

comercialmente y pueden ser usadas en la invenciédn.

3. Productos para la purificacién

[0080] La invencidén puede ser usada para la purificacién
escala comercial de diversos productos de interés, incluyendo
las proteinas de ocurrencia natural, proteinas de fusidn,
proteinas que contienen Fc, inmunoconjugados, citocinas,
interlucinas, hormonas, y enzimas terapéuticas. En una
modalidad, 1la proteina que sufre la purificaciédn puede
comprender una o mas dominios de anticuerpo de
inmunoglobulina constantes. En una modalidad, la proteina
puede también comprender un dominio de inmunoglobulina de
anticuerpo Unico o multiple variable. En otra modalidad, la
proteina que contiene FC puede comprender un anticuerpo. Las
proteinas pueden ser derivadas de diversas fuentes,
incluyendo lineas celulares anfitrionas o caridticas o

eucaridticas recombinantes cultivadas.

[0081] Las preparaciones de anticuerpo de la invencidn puede
ser aislada de un numero de fuentes influyendo, pero sin
limitarse a, suerc de animales inmunizados, fluido de asitas,
sobrenadantes de hibridoma o mieloma, medicos acondicionados

derivados del cultivo de una linea de células recombinante
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gque expresa la molécula de anticuerpos y de todos 1lo
extractos celulares de células productoras de anticuerpo. En
una modalidad de la invenciédn, los anticuerpos del medio de
cultivo de células acondicionadas de wuna variedad de
anticuerpos que producen las lineas celulares recombinantes
son purificadas. Aunque uno puede esperar algunas variaciones
de 1lineas celulares a lineas celulares y entre diversos
productos de anticuerpos, con base en la descripcidén aqui,
estd bien dentro del propdsito de una persona versada en la
técnica adaptar la invencién aqui a una combinacién
particular de prbteina de anticuerpo y linea de célula

productora.

[0082] Para propdésitos de ilustracidén solamente, esté
invencidn fue aplicada a la purificacién de varios
anticuerpos del isotipo IGG. Méa&s especificamente, esté
invencidén fue aplicada a la purificacién de un anticuerpo
monoclonal anti-A beta humanizado, un anticuerpo-GDF,8, y un

anticuerpo anti-IL-13 monoclonal humanizado.

4. Condiciones de cargado y capacidades

[0083] Antes de cargar el fluido que contiene el producto y
las impurezas en el medio, puede ser necesario identificar la
regién de particidén débil mediante encontrar las condiciones
operativas que causan que el medio ligue por lo menos un 1 mg
de producto por mL de medio. En una modalidad, las

condiciones operativas encontradas que causan que el medio
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ligue a por lo menos 5 mg de producto por mL de medio. En
otra modalidad, las condiciones operativas encontradas causan
que el medio ligue "por lo menos 10 mg de producto por mL de
medio. En otras modalidades, las condiciones operativas
encontradas causan que el medio ligue por lo menos 20 mg de
producto por mlL de medio. Alternativamente, la regidén de
particién débil es identificada mediante encontrar las
condiciones operativas definidas por un coeficiente de
particién de por lo menos 0,1. En ciertas modalidades, las
condiciones operativas encontradas estan definidas por un
coeficiente de particién en el rango entre 0,2 acerca de
20,0. En otras modalidades, las condiciones operativas
encontradas estédn definidas por un coeficiente de particidn
en el rango de cerca de 0,2 acerca de 10,0. Todavia en otras
modalidades, las condiciones operativas encontradas estan
definidas por un coeficiente de particién en el rango de 1,0
acerca de 5,0, en el rango de cerca de 0,5 acerca de 5,0, o
en el rango de 0,5 acerca de 1,5. En modalidades adicionales,
la regién de particién débil es identificada mediante
encontrar las condiciones operativas que causan que el medio
ligue por lo menos 1 a acerca 70 mg de producto por mL de
medio y que este definida por un coeficiente de particidén de

0,3 a 20.

[0084] Una persona versada en la técnica podra reconocer que
las condiciones operativas apropiadas dependerédn de la
escogencia del medio seleccionado para la purificacidén del

producto. En ciertas modalidades, las condiciones operativas
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comprenden niveles de ©pH vy fuerzas idnicas. En otras
modalidades, las condiciones operativas comprenden
adicionalmente concentraciones de sal. Todavia en otras
modalidades, las condiciones operativas comprenden
adicionalmente niveles de excipientes tales como

concentraciones de fosfato y concentraciones de calcio. En
algunas modalidades, las condiciones operativas comprenden
niveles de contra ligandos, tales como concentraciones de

imidazol, y niveles de pH.

[0085] Una etapa de seleccidén puede ser wusada para
identificar las condiciones operativas para el modo de
particién débil. Tal etapa de seleccidén puede influir o
podria incluir estudios de ligado por tandas o estudios de
ligado en columna. Los estudios de ligado en columna pudieran
incluir estudios de elucién por gradiente o estudios de
elucién isocratica. Por ejemplo, una persona versada en la
técnica puede determinar que amortiguador o sal es apropiada
para la proteina en particular qué esta siendo purificada y
para las condiciones operativas que estan siendo
identificadas. La concentracién optima del amortiguador o la
sal seleccionados pueden entonces ser determinados mediante,
por ejemplo, correr un gradiente del amortiguador o sal
seleccionados por una columna a ala cual un fluido de carga
gque comprende el producto hacer purificado y las impurezas ah
sido aplicado. Las fracciones del efluente de la columna
pueden ser recolectadas y analizadas para determinar la

concentracién de amortiguador o sal en el cual el producto
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ligado es de por lo menos 1 mg de producto por mL de medio o
alternativamente, en la cual el coeficiente de particién para
el producto es de por lo menos 0,1. En ciertas modalidades de
la invencién, el coeficiente de particidén es medido entre 1 y
10 mg/ml de exposicién de carga con una proporcidén de faée
(volumen de liquido respecto a volumen de resina) de 3 a 6 en

un experimento de ligado por tanda.

[008Gj Una vez que las condiciones operativas son
determinadas, las condiciones del fluido de carga y/o del
medio puede ser ajustada de acuerdo a ello. Por ejemplo, el
medio puede ser equilibrado mediante el lavarlo con una
solucién que lo llevara a las condiciones operativas
necesarias en el modo de particién débil. E1l fluido de carga
puede también ser intercambiado dentro de un amortiguador
apropiado o cargado en amortiguador en preparacién para el
modo de particidén débil. El amortiguador de carga puede ser
igual o un amortiguador diferente al del amortiguador de

equilibrio.

[0087] En una modalidad, la fuerza idénica del fluido de carga
no es mas de 100 mm. En otra modalidad, la fuerza idénica del
fluido de carga no es mas de 50 mm. En otra modalidad, 1la
fuerza idénica del fluido de carga no es mas de 25 mm. Todavia
en otra modalidad, la fuerza idnica del fluido de carga no es

més de 10 mm.
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[0088]E]1l fluido de carga puede ser pasado a través de un
medio de separacidén que es empacado en una columna de lecho
fluidizado/expandido que contiene la matriz de fase sdlida,
y/0 en un formato de tandas en donde la matriz de fase sdélida
es mezclada con el fluido de carga durante un cierto tiempo.
Después del que el fluido de carga es pasado por el medio, el
medio es lavado finalmente <con un volumen de lavado
esencialmente isocraticomente. El1 producto purificado puede
ser obtenido de cualquier lavado esencialmente isocratico y
agrupado con el producto purificadoe del fluyente de la
columna durante el ciclo de carga. Después de la etapa de
lavado opcional, el medio puede opcionalmente ser extraido vy
regenerado. Este procedimiento es llevado a cabo tipicamente
regularmente para minimizar la construccién de impurezas
sobre la superficie de la fase sélida y/o para esterilizar el
medio al fin de evitar la contaminacién del producto con

microorganismos.

[0089] Concentraciones de alta carga y volumenes de carga son
posibles con el modo de particién. En una modalidad, 1la
concentracién de producto en el fluido de carga es de por 1lo
menos 1 mg de producto por ml de fluido de carga, en otra
modalidad, la concentracidén de producto en el fluido de carga
es de por lo menos 5 mg de producto por ml de fluido de
carga, en otra modalidad, por lo menos 50 mg de producto por
ml de fluido de carga, y en otra modalidad, por lo menos 100

mg de producto por ml de fluido de carga. El1 producto
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purificado puede ser recuperado desde hasta 50 CVS de fluido

de carga pasado a través del medio.

[0090] Los retos de alta carga también son posibles con el
modo de particién débil. En una modalidad, 1la carga en el
medio puede estar en una exposicién de carga de por lo menos
10 mg de producto por ml de medio. En otras modalidades, 1la
carga del producto en el medio es de por lo menos 50 mg de
producto por ml de medio. En ciertas modalidades, la carga
del producto en el medio es de por lo menos 100 mg de
producto por ml de medio. En otras modalidades, la carga en
el medio puede ser una exposicidén de carga de por lo menos
500 mg de producto por ml de medio. Todavia en otras
modalidades, la <carga en el medio puede estar en una
exposicidén de carga de por lo menos 1000 mg de producto por

ml de medio.

5. Remocién de impurezas

[0091] E1 modo de particién débil a mostrado ser Gtil para
remover todos los tipos de impurezas de las preparaciones de
producto, incluyendo proteinas de células anfitrionas, acidos
nucleicos, variantes de producto, incluyendo producto
agregado y especies de alto peso molecular, endotoxinas,
virus, y contaminantes de proteina A de etapas de

purificacidén anteriores.
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[0092] En una modalidad de la invencidén, la concentracidn de
las proteinas de células anfitrionas presentes en el producto
modificado no es mds de cerca de 500 ng de proteinas de
células anfitrionas por mg de producto. En otras modalidades,
la concentracién de 1las proteinas de células anfitrionas
puede reducirse ah no mads de 250 ng por mg de producto, y en
otras modalidades, a no més de 100 ng por mg de producto. En
ciertas modalidades, el logaritmo de valor de remocidén de las
proteinas de células anfitrionas es de por lo menos 1,0, y en
otras modalidades, el logaritmo de valor de remocidén de las
proteinas de células anfitrionas es de por lo menos 2,0, y en
otras modalidades, el logaritmo de valor de remocidén de las

proteinas de célula anfitrionas es de por lo menos de 3,0.

[0093] En una modalidad de la invencidn, la concentracién de
proteina A presente en el producto purificado no es méas de
cerca de 100 ng de proteina A por mg de producto. En algunas
modalidades, la concentracién de proteina A puede ser
reducida a no méds de 50 ng por mg de producto, y en otras
modalidades, a no mas de 10 ng por mg de producto. En ciertas
modalidades, el logaritmo del valor de remocidén de proteinas
A es de por lo menos 1,0, y en otras modalidades, el
logaritmo de valor de remocidén de vitamina A es de por 1lo
menos 2,0, y en otras modalidades, el logaritmo de valor de

remocidén de proteina A es de por lo menos 3.0.

[0094] En otra modalidad de 1la invencidén, las impurezas

virales son removidas del producto purificado. En ciertas

=)
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modalidades, el logaritmo de valor de remocidén de virus es
mayor a 1,0, en otras modalidades, mayor a 2,0, y en otras

modalidades, mayor a 3,0.

[0095] En algunas modalidades de la invenciédn, impurezas de
dcidos nucleicos son removidos del producto purificado. En
ciertas modalidades, la cantidad de &cido nucleicos presentes
en el producto purificado puede reducirse a no més de 1 ng de

acidos nucleicos por mg de producto.

[0096] En modalidades adicionales, la concentracién e
variantes de proteina en el producto purificado no es mas de
cerca de 10%. En algunas modalidades, la concentracién de
variantes de proteina puede ser reducida a no mas de cerca
del 5%, y en algunas modalidades, ano mas de cerca del 2%, y

en otras modalidades a no mas del 0,5%.

[0097] Bajo condiciones de ligado estrictas o exigentes del
modo de particidén débil, el medio de separacidn remueve por
lo menos 90% de las proteinas de células anfitrionas, acidos
nucleicos, variantes de proteina, endotoxinas,e impurezas de
proteina A. En algunas modalidades, el medio remueve por 1lo
menos el 99% de las impurezas, y en otras modalidades, el

medio remueve por lo menos 99,9% de las impurezas.

6 Etapas opcionales adicionales
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[0098] El método de purificacidén de la invencién puede ser
usado en combinacidén con otras etapas de purificacién de
proteina. En una modalidad de la invencién, una o mas etapas
precedentes a la etapa de particién débil pueden ser
deseables para reducir la exposicién de carga. En otra
modalidad de la invencidén, una o méAs etapas de purificacién
después de la etapa de particién débil puede ser deseables

para remover contaminantes o impurezas adicionales.

[0099] El1 procedimiento de purificacién por particién débil
descrito puede opcionalmente ser combinado con otras etapas
de purificaciédn, incluyendo pero sin limitarse a,
cromatografia por proteina A, cromatografia por afinidad,
cromatografia por interaccién hidréfoba, cromatografia por
afinidad con metal inmovilizado, cromatografia por exclusién
de tamario, diafiltracidén, wultra filtracidén, filtracién para
remocidén viral, y/o cromatografia por intercambio idnico. Las
etapas de purificacidén opcionales precedentes y/o posteriores
a la etapa de particidén débil pueden también ser operadas en
el modo de particidén débil, o en otrés medos, tal como el

modo de ligado-eluido o el modo de flujo continuo.

[0100] En una modalidad, antes de la etapa de purificacidn
por particiédn débil, el medio de cosecha puede opcionalmente
ser purificado inicialmente por una etapa de cromatografia
por proteina A. Por ejemplo, PROSEP-A™ (Millipore,U.K.), que
consiste en proteina A acoplada covalentemente a vidrio con

poro controlado, puede ser empleada. Otras formulaciones de
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proteina A uUtiles incluyen la proteina A sefarosa FAST FLOW™
(Amersham Biosciences, piscataway,NJ), TOYOPEARL™  650;
proteina proteina (tosohaas co., Filadelfia,PA), y columna

MABSELECT'™ (Mmersham biosciences,piscataway,NJ).

7 Amortiguadores zwiteridnicos usados en paralelo con la
cromatografia de proteina A y con cromatografia por

intercambio idénico.

[0101] En ciertas modalidades, un fluido que contiene el
producto es eluido desde una columna de proteina A usando un
amortiguador de elucién de baja fuerza idbnica. E1 pH y la
conductividad del fluido que contiene el producto es ajustada
entonces wusando el amortiguador de neutralizacidén, que
resulta en no mas de 20 mm de fuerza idénica del fluido que
contiene el producto. El fluido de carga resultante es
entonces pasado por un medio de intercambio anidénico o un
medio de hidroxiapatita que opera bajo condiciones de modo de
particién débil. En ciertas modalidades, el fluido de carga
es pasado por un medio de intercambio anidénico sin la
necesidad de diafiltracién. En algunas modalidades, el pH vy
la conductividad del fluido que contiene el producto son
ajustados wusando un amortiguador de neutralizacidén que
resulta de no mas de 40 mm de fuerza idénica del fluido que
contiene el producto. En otras modalidades, el pH y la
conductividad del fluido que contiene el producto son
ajustados wusando un amortiguador de neutralizacidén que

resulta en no mads de 60 mm de fuerza idénica del fluido que
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contiene el producto. Todavia en otras modalidades, el pH y
la conductividad del fluido que contiene el producto son
ajustados wusando un amortiguador de neutralizacidén que
resulta en no mas 80 mm de fuerza idénica del fluido que

contiene el producto.

[0102] Los amortiguadores que pueden ser usados para la
eluciédn desde la columna - de proteina A incluyen
amortiguadores que comprenden moléculas con un grupo aniénico
cargado con un pKa de 2 a 5. Tales amortiguadores de elucién
podrian comprender adicionalmente moléculas con un grupo
catidénico cargado con pK de 6,5 a 10. En una modalidad, el
amortiguador de elucién comprende moléculas que son
zwiteriones con pH entre 4 y 9 tales como glicina; 1,4-

piperazinabis-(dcido hetanosulfénico); glicil glicina; &cido

ciclo pentanotetra-1,2,3,4-carboxilico; 4&cido N,N-bis (2-
hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico; acido 2-(N-
morfolino)propano-sulfénico; acido N.tris (hidroximetil)
metil-2-aminoetano sulfénico; acido N—Z;
hidroxietilpiperazina-N"-2-etalnosulfénico; acido 4-(2-
hidroxietil)-I-piperazinapropano sulfdénico; N-
tris(hidroximetil)metilglicina; glicinamida; N,N-bis (2-

hidroxietil)glicina; N-tris(hidroximetil)metil-2-aminopropano

dcido sulfénico; o N-glicil-glicina.

[0103] La elucidén de una columna de proteina A con un
amortiguador =zwiteridnica suministra la ventaja de fuerza

iénica baja sobre algun grado de neutralizacidén. La fuerza
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iénica baja del amortiguador no impacta adversamente la
operacién de las columnas de intercambio idénico
subsiguientes, incluyendo 1las columnas de hidroxiapatita.
Altos niveles de fuerza idnica disminuirdn el ligado de las
impurezas a las columnas de intercambio iénico, lo que puede
disminuir 1la eficiencia general de la purificacién. Las
soluciones con fuerza idénica menores son preferidas para
cargas sobre columnas de intercambio idénico, tal como el
esfuerzo ién ya que el esfuerzo idnico puede ser incrementado
facilmente con la adicién de soluciones de sal concentradas;
disminuir 1la fuerza idénica de 1las socluciones no es facil.
Sorprendentemente, existen amortiguadores que tiene un pK
bajo que permite el uso con niveles de pH bajos utiles en las
etapas de elucidn con proteina A, pero que también tienen un
segundo pK que permite el uso de niveles de pH mayores uUtiles
en la cromatografia de intercambio idénico; estos
amortiguadores, si son usados con un segundo pH apropiado,
tiene poca carga efectiva durante la operaciédn de la etapa

del intercambio idnico subsiguiente a la etapa de proteina A.

[0104] El amortiguador zwiteridénico que tiene un . pKa
cercano al del pH de elucidén preferido para la proteina A
(entre pH 2 y 5, preferiblemente entre 2,5 y 4,0) permite que
el amortiguador sea usado para mantener el pH cerca al pl del
amortiguador y a eluir la columna. Los amortiguadores
zwiteridénicos que también tiene un pKa cercano a aquel de la
operacidédn de una columna de intercambio idénico subsiguiente

(pH5,5 a 11) permitirian que el amortiguador controle el pH
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en este rango de pH lo mismo que en el rango de pH de la
elucién de la proteina A. el uso de un compuesto unico tanto
para la elucidén de la columna de la proteina A con bajo pH y
para mantener el pH mas alto Gtil en la cromatografia de
intercambio idnico simplifica la operacién de ambas etapas y
también simplifica la composicién del grupo de producto

después de la neutralizacidn.

[0105] En una modalidad adiciocnal de 1la invencidén, un
amortiguador zwiteridnico con pKal y con pKa2 puede eluir una
columna de proteina A en niveles de pH dentro de una unidad
de pH del pKal. Adicionalmente, si el grupo de proteina A es
neutralizado con una solucidén Dbésica del amortiguador
zwiteridénico a un segundo pH dentro de una unidad de pH del
pKa2, el amortiguador zwiteridnico ser capas de mantener el
pH de la solucidén. Si el segundo pH esta por debajo de aquel
del pKaZ, el amortiguador permanece zwiteridnico y contribuye
poco a la fuerza idnica general de la solucidén. Por ejemplo,
un amortiguador zwiteridénico con concentracién X a un pH
igual al del pKa2 contribuird a la fuerza idnica general
solamente en x/2. Un amortiguador zwiteridénico «con una
concentracién x en una unidad 1 de un pH por debajo del pKa2
del amortiguador tendrd una fuerza idénica de un décimo de x.
esta reduccidén en la fuerza idnica es significativamente util
para la operacién de cromatografia mediante intercambio

iénico.
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[0106] La existencia de amortiguadores que tengan un pKal
util para la elucidén de las columnas de propina A y un pKa2
util para la operacién de la cromatografia por intercambio
iénico no es obvio; en que el pKal de estos amortiguadores no
se reporta comin mente. Los amortiguadores que son usados
cominmente en niveles de pH cerca al del pKa2 y que no se
conocen por aquellos versados de la técnica de la
cromatografia para ser utiles para la elucién desde una
columna de proteina A. Adicionalmente, aunque la utilidad de
estos amortiguadores para la elucién desde las columnas
cromatografias de proteina A no se ha realizado en general,
también se ha visto que estos amortiguadores zwiteridnicos
tendrian wuna wutilidad adicional como amortiguadores para
columnas de intercambio iénico sustituyentes a las columnas
de proteina A porque ellos contribuyen con menos fuerza

iénica al grupo de proteina A neutralizada.

C Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen para propdsitos

ilustrativos solamente.

[0107] Los ejemplos se ha provisto para los tres modos de
cromatografia (intercambio anidénico, interaccidén hidrdfoba y
hidroxiapatita, usando tres anticuerpos  mono clonares
diferentes. Cuatro series separadas de experimentos se
describen, cada uno representa un aparejamiento diferente del

modo de cromatografia y el anticuerpo monoclonal gue va hacer
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purificado. Los estudios de seleccidén e iniciales se
presentan primero Ios que determina el coeficiente de
particién y/o la concentracién del producto ligado a la
resina bajo varias condiciones de solucidén, definiendo asi
las regiones operativas de la particién débil (WP) y del modo
de flujo continuo (FT) .Varics estudios de columna son
entonces resumidos con datos sobre la recuperacién de
producto y 1la remocién de impureza. La recuperacidén de
productos son excelentes para las series de la columna WP, y
los niveles de impurezas son menores que en los estudios FT
correspondiente. Las series WP fueron conducidas con
exposiciones de carga mayores a la resina que en los estudios

FT.

[0108] Los niveles de proteina A residuales en las
muestras de ensayo fueron medidas usando el ensayo
inmunoabsorbente ligado a encima de proteina A (ELISA). La
cantidad de agregado con peso molecular alto fue medida
usando un ensayo de cromatografia por elucidén de tamafio
analitico (SEC). Los niveles de las proteinas en las células
anfitrionas (HCPs) fueron medidos usando un HCP ELISA. Todas
las selecciones y estudios de columna fueron conducidos a
temperatura ambiente.

Serie 1 ~intercambio anidénico usando TMAE-HiCap (M) v Mab-AAB

Experimento 1.1- tamiz de alto rendimiento para establecer

las condiciones WP y FT.
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[0109] Una seleccidén de alto rendimiento (HTS) se llevo a
cabo para identificar las condiciones de la particidédn débil y
del flujo continuo para el medio Mab-AAB con TMAE-HiCap (M).
Esta seleccidn varid la concentracidén de cloruro de sodio vy
del pH para determinar su efecto en el grado de ligado de
Mab-AAB y el proceso relacionado con las impurezas (proteina

A y HCP) para el medio de TMAE.

[0110] 50 uL de TMAE HiCap fue agregado a cada pozo de una

placa de filtro con 96 pozos. Cada pozo fue equilibrado en
soluciones hechas hasta de 50 mm de glicina y una cantidad
variable de amortiguador tri(dependiendo de la cantidad
nécesaria para la neutralizacién del pH especificado en la
tabla 1.1.1) y cloruro de sodio (especificado en la tabla
.1.1.2). E1l pH vario entre 7,6 y 9,0 y el cloruro de sodio

vario entre 0 mm a 80mM.

[0111] Las soluciones amortiguadoras usadas en cada fila
fueron diluidas sobre un sistema de pipeteado automéatico
(Tecan 100RST) . La solucidn de partida para los
amortiguadores se hizo de 500 mm de glicina acidificada con
HCl hasta un pH 3.0 y subsiguientemente neutralizada con una
base tris al 2M hasta niveles de pH indicados en a tabla
1.1.1. Esta titulacién resulto en un nivel de tris que
dependia del pH del amortiguador. El pH del amortiguador fue
medido en 1 a 10 diluciones de concentracién de amortiguador
de partida, lo que correspondié a la dilucidén hecha por el

sistema de pipeteado automdtico. Como resultado de la
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acidificacién de la glicina hasta un pH de 3,0, el
amortiguador contribuye cerca de 10 mm de fuerza idnica a la
solucidén final. Dos con exposiciones de carga fueron hechos
para la resina: 5 mg/mL para medir el coeficiente de
particién, K, y 122 mg/mL para medir la capacidad de la
resina en la remocidén de impurezas y el producto ligado, Q,
en equilibrio con una solucién de proteina en una
concentracidén aproximadamente igual a la concentracidn de la

carga de la columna.

Tabla 1.1.1: tipo amortiguador y pH objetivo en cada pozo.

Todas las columnas

50 mm glicina, 8.8 mm tris, pH 7.6

50 mm glicina, 13.6 mm tris, pH

50 mm glicina, 16.0 mm tris, pH

50 mm glicina, 19.6 mm tris, pH

50 mm glicina, 28.4 mm tris, pH

50 mm glicina, 37.2 mm tris, pH

Ol N B o] O O
| o o 0| o0 I
Ol o s N O] ©

50 mm glicina, 64.0 mm tris, pH

| Q| = = ol O w| >

50 mm glicina, 100 mm tris, pH 9.0

Tabla 1.1.2: niveles de NaCl (en mM) y retos de proteina (

mg/mL) en cada pozo.

Todas
las 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
filas

NaCl
(mM)

MAB-
AAB (| 5 5 5 5 5 5 132 | 132 | 132 | 132} 132 | 132

mg/mL)
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[0112] En la primera etapa del experimento HTS, cada pozo
fue equilibrado en las condiciones de NaCl y pH descritas en
las tablas 1.1.1 y 1.1.2 en una proporcién de volumen de fase
de 6:1 (300pL de solucidén: 50puL de resina). La placa fue
agitada durante 20 minutos permitiendo que se alcance el
equilibrio. La solucidén fue entonces removida mediante

centrifugar la placa de filtro. Este ciclo de equilibrio fue

repetido tres veces.

[0113] EN la segunda etapa, la resina en cada pozo fue

retada con una solucidén de MAb-AAB concentrada hasta 5 mg/mL

de resina con una proporcién de volumen de 6:1 (300uL de

solucidén: 50pL de resina) a wuna concentracién de NaCl
apropiada y a un pH apropiado. Una solucién de 36 mg/mL de
Mab-AAB en 1 mm HEPES, 10 mm NaCl, pH 7.0 rociada con 300ppm
de proteina fue usada como solucidén de partida. La placa
cargada fue agitada durante 20 minutos, permitiendo que la
resina y 1la solucidén se equilibrard. E1 sobrenadante fue
removido de la placa de filtro mediante centrifugacidén vy
recolectado en una placa de recoleccidédn. La concentracidn de
proteina en el sobrenadante en cada pozo fue determinada

mediante absorbancia en A280mM.

[0114] En la tercera etapa, la resina fue lavada mediante
agregar soluciones de las <condiciones de NaCl y pH
especificadas dadas en la tabla 1.1.2. El sobrenadante fue

removido después de agitar durante 20 minutos. En la cuarta
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etapa, se agrega NaCl al 2M para remover la proteina restante
que estaba ligada a la resina. Los coeficientes de particién
fueron calculados para cada pozo usando la masa eluida de las
etapas 3 y 4 y la concentracién del producto de la etapa dos
y se muestran en la tabla 1.1.3. Un gréfico de contorno del
logaritmo del coeficiente de particién como funcién del pH y

del cloro se muestra en la figura 7.

Tabla 1.1.3 coeficientes de particién (K) para la seleccidn

de HTS de los 96 pozos para el MAB AAB

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.22 0.32 0.35 | 0.17 [ 0.24 | 0.23 {0.21 [0.24 [0.21 | 0.19 {0.17 | 0.16
B 0.37 0.36 0.38 {0.25 1 0.24 {0.08 |0.28 {0.26 [0.22 |0.24 {0.18 | 0.16
C 0.63 0.48 0.47 1 0.27 1 0.15 {0.20 | 0.31 10.28 [ 0.26 | 0.20 }|0.23 |0.16
D 1.24 1.12 0.68 | 0.36 | 0.30 {0.17 [0.42 [0.39 | 0.34 [0.23 {0.23 |0.18
E 3.24 1.89 1.05 [ 0.59 {0.35 }0.15 | 0.68 } 0.58 [0.41 | 0.29 | 0.21 | 0.18
F 8.37 3.37 1.56 [0.61 | 0.31 }0.32 |0.87 {0.74 [0.51 |0.32 [0.25 | 0.21
G 18.36 9.49 3.16 [0.82 |1 0.49 | 0.34 | 0.91 | 0.88 {0.69 |0.39 [0.24 |0.20
H 125.73 123.79]16.58 [1.23 1 0.58 | 0.43 {1.18 |1.02 {0.78 | 0.42 [0.27 | 0.24

[0115] Como se muestra en la tabla 1.1.3, el valor Kp puede
ser usado para describir regiones en donde el MAB-AAB se liga
al medio TMAE con diferentes fuerzas. Estas regiones se
pueden visualizar mas claramente en la figura 7. la fuerza
del MAB-AAB ligando al medio TMA puede ser manipulada
mediante varias las condiciones de pH y concentracién de
cloro en el flujo continuo (K =<0,1), en la particién débil

(0,1<K<20), y las zonas de ligado (K=>20).

[0116] El sobrenadante de la etapa de carga de todos los
pozos de cada zona fueron muestreados y sometidos a analisis
por proteina A. los resultados del ensayo de esta muestra se

resumen en la tabla 1.1.4. Hay wuna regién de pH vy
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conductividad en donde 1la etapa de <cromatografia TMAE
suministra una remocién de proteina A muy significativa con
pérdida de proteina limitada en la resina. Esta regién se
encontré que estd cercanamente correlacionada con el valor de
coeficiente de particién, Kp, y no con cualquier pH
especifico o concentracién de cloro especifica (ver figura

8).

Tabla 1.1.4 logaritmo de valores de remocién de proteina A

(LRV) para los datos de ligado del MAB-AAB de las selecciones

HTS.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 2.11 1,89 2.12 1.85 1.22 | 1,00 {1.63 1.02 1.00 0.%92 1 0.85 [ 1.02
B 2.79 2.37 2.42 1.96 1.23 11.13 {1.77 1.81 1.22 0.85[0.94 |1.52
C >3.05 | >3.03|2.74 2.16 1.37 | 1.11 | 2.25 2.15 1.96 1.16 | 1.06 | 0.95
D >3.41 1 >2.98 | >3.06 | 2.50 1.94 11.18 | 3.39 3.11 2.57 1.41 11.02 | 0.89
E >2.87 [ >2.93 | >3.01{>2.9512.13 |1.75|>3.09] 3.27 3.09 1.66 | 1.89 | 0.99
F [>2.64[>2.89]>2.99{>3.1112.29|1.82 |>3.07|>3.11{>3.15(2.19|1.24]0.84
G >2.33 [ >2.58 | >2.89{>3.07]2.41 | 2.14 | >3.09 | >3.11|>3.14|2.80 | 1.46 | 0.85
H >1.63 | >2.36 | >2.76 | >3.01(2.86 |2.37 | >2.98 | >3.05|>3.15]3.16 | 3.45 | 0.85

Experimento 1.2- series de columna bajo condiciones de flujo

continto.

[0117] El siguiente experimento fuebllevado a cabo en el modo
de flujo continuo (FT), en donde el Mab-AAB interactua
solamente muy débilmente con la columna. Dos series fueron
llevadas a cabo con exposiciones de carga de 110 mg/ml y 200

mg/ml de resina.

[0118] Para todas las series de cromatografia por
intercambio de anidén para el TMAE (HiCapM) descritas en los

experimentos de la serie 1, las siguientes condiciones fueron
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usadas (excepciones se anotan en las descripciones

experimentales individuales)

fndice de flujo operacional- 150-3Cm/hr

Equilibrio 1-50 mm de Tris, NaCl al 2.0M, pH 7,5 (5 volumenes
de columna)

Equilibrio 2 —-segun se especificé, aproximadamente
equivalente al pH de la carga y al contenido de cloro.

Lavado poscarga-como se especifico, aproximadamente
equivalente al pH de carga y el contenido de cloro
Amortiguador de extraccién-50 mm de tris,NaCl al 2.0M, pH 7,5

(5 volumenes de columna)

Cromatografia de seleccidédn de Mab con proteina A

[0119] El1 cultivo que contiene el‘anticuerpo monoclonal fue
purificado a escala piloto wusando la columna Mabselect
(2,389mL) conectada a un sistema de cromatografia milipore K-
prime 400. La columna mabselect de proteina A fue equilibrada
con cinco volumenes de columna de 50 mm de Tris/150 mm NaCl,
pH 7,5 a un indice de flujo de 300Cm/hr. La columna fue
entonces cargada a una cargada de aproximadamente 40 mg de
producto/ mm de resina esto fue seguido por un lavado de 5CV
en NaCl al 1M, 50 mm de Tris, pH 7,5 y un lavado de 5CV que
contiene 10 mm de tris, 75 mm NaCl, pH 7,5. La columna fue
entonces eluida usando 50 mm de glicina, 75 mm de NaCl, pH

3,0. El grupo del producto fue neutralizado hasta un pH de
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7,6 usando tris al 2M y pH 8,5. El pico neutralizado tenia

una concentracidén de cloro de aproximadamente 90mM.

Cromatografia TMAEHiCap (M)

[0120] El grupo de proteina A neutralizada fue purificado
adicionalmente sobre la etapa de TMAE con el equilibrio
carga, y soluciones de lavado con un pH de 7,5 con 50 mm de
tris y 75 mm de cloruro de sodio. 5 volumenes de columna del
lavado fueron usados. Las dimensiones de la columna y 1los
exposiciones de carga para estos dos estudio fueron: serie 1:
altura del 1lecho 7,0cm de diadmetro por 20,6cm de altura
(volumen-793mL) con una concentracién de carga de 11,9 mg/mL,
y serie 2: lecho de 7,0cm de diadmetro x 13cm de altura
(volumen- 500mL) con una concentracién de carga de 17,6

mg/mL.

[0121] Estas condiciones fueron estudio de ligado
portandose en la regidén de flujo continuo (FT) (tabla 1.2.1).
Los estudios de ligados de tandas fueron usados para medir el
coeficiente de particién (Kp) y el producto 1ligado fue
determinado por la proteina en la extraccidén de columna
mediante usar absorbancia UV. Este método para determinar el
producto ligado subestima tipicamente la cantidad de producto
ligado durante la carga debido a la elucidén isocratica del
producto durante el lavado. Los niveles de proteina A, HCP y
HMW en la carga y el grupo de producto fueron medidos, y el

grado de remocién fue calculado. Los resultados se presentan
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en la tabla 1.2.1. Existe una remocidén pobre de proteina A y

HMW y una reduccidén modesta en los niveles de HCP.

Tabla 1.2.1: remocién de HCP, proteina A, y HMW bajo

condiciones de flujo continuo.

seri | Exposici | Coeficien | Produc | HCP | Protei HMW Recuperaci
e én de te de to (LRV na A (vece én (%)
carga ( | particién llgfdo ) (LRV) Ss)
L K
mg/mL) (Kp) ng/mL
de
resina
)
1 110 0.17 1.4 2.3 0.1 - 96
2 200 0.17 3.3 2.0 <0.1 1.5 96

* Los niveles de impurezas fueron 38,5ppm proA y 51,943ppm

HCP (serie 1), 8,8ppm proA y 25,398ppm HCP(serie 2).

Experimento 1.3- serie de columna bajo condiciones de

particién débil (reto alto de producto)

Cromatografia de intercambio de anién TMAE (HiCap M)

[0122] Varias series en la Mabselect de proteina A fueron
llevadas acabo esencialmente como se describidé en el
experimento 1.2 para general el material de carga para estas
series. El grupo de anticuerpos purificado parcialmente de la
etapa de proteina A se purifica adicionalmente sobre la
columna TMAE. La carga a la columna TMAE fue en 50 mm de tris
pH 8,2. El didmetro de la columna era de 0,5cm y la altura de

lecho era de 10 cm de altura del lecho (volumen-2.0 mL). La
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columna fue expuesta a una carga de 500 mg/mL de resina, con

una concentracién de carga de 27,7 mg/mL.

[0123] La columna fue equilibrada con 5 volumenes de
columna de una solucidén que contenia 50mL de tris, NaCl al
2M, y un pH de 7,5 seguido por otra etapa de equilibrio gque
comprende una solucién 50 mg de tris con pH al 8,2. La
columna fue entonces cargada a 500. mg producto/ mL de resina
con el pico de proteina neutralizado de la etapa previa y el
producto fue recuperado en el efluente de columna durante el
ciclo de carga y algunos volumenes de columna de facciones de

lavado.

[0124] Estas condiciones de carga estan en la regidén de
particidén débil. Los estudios de ligado de tanda fueron
usados para medir el coeficiente de particién (Kp), y el
ligado de producto A concentraciones de proteinas altas; en
el pH 8,2, y aproximadamente con un contenido de cloro de
12mM, el coeficiente de particidén Kp es estimado en 1,9 (de

la interpolacién del conjunto de datos de 1 seleccidn HTS).

[0125] Los niveles de HCP y proteina A fueron medidos en
tres fracciones durante la etapa de cargado representando
exposiciones de carga de aproximadamente 250,375, y 500 mg/mL
de resina. Los resultados del experimento 1.3 se presentan en
la tabla 1.3.1. Estos resultados demuestran que los retos de
producto muy altos pueden ser logrados en el modo de

particién débil sin presentacién de impurezas. La reduccidn
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de excelente tanto en HCP y proteina A fue lograda, junto con
50% de reduccidén en el contenido de HMW. En comparacidén con
los resultados para la operacidén en el modo de flujo continuo
en la tabla 1.2.1, la remocidén de las impurezas fue mucho

mejor en el modo de particidén débil.

Tabla 1.3.1: Remocién de HCP, proteina A y HMW para una

exposicién de carga de 500 mg/mL TMAE.

Fraccién Fraccién Fraccién Grupo de
temprana media (375 tardia (500 | producto
(250 mg/ml) |mg/ml) mg/ml) final
(ppm)

HCP
residual
ppm (ng/ <7,6 <7,6 <7,6 <7,6
mg de
producto)

Logaritmo
del valor
de >3,5 >3,5 >3,5 >3,5
remocidn
HCP (LRV)

Proteina A
residual
No

ﬁgm (ng/ 0.3 determinado 0.1 0.6

producto)

Logaritmo
del valor
de No

remocidn ) determinado
pro A
(LRV)

HMW No No No Remocidn
determinado | determinado | determinado |de 2 veces

* Las 1impurezas en la carga fueron de 25,398ppm de HCP,

99, Sppm de proteina A, y 2,3% de HMW.

Experimento 1.4- serie de columna bajo condiciones de

particidén débil (estudios de robustez)
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[0126] Para confirmar adicionalmente el comportamiento de
la columna TMAE en 13 regidén de particién débil, varias
series fueron disefiadas variando el pH y 1la concentracién de
NaCl en 1la carga para la robustez del proceso de ensayo.
Todas las series se llevaron a cabo con una exposicidén de
carga de 250 mg/mL de resina. Varias series de Mabselect
proteina A fueron 1llevadas acabo esencialmente como se
describié en el eéxperimento 1.2 para generar el material de
carga para estas series. E] ﬁnico factor variado en estas
series fue la concentracidén de cloruro de sodio en 1la elucidén
de la proteina A que fue variada para casa con 1la
concentracién de NaCl en 1la carga TMAE para un experimento
particular. Las columnas fueron equilibradas con
amortiguadores de Equil 2 y lavadas con amortiguadores de
lavado que tenia aproximadamente el mismo PH y el contenido

de cloruro de sodio en 1la carga.

[0127] Estas condiciones de carga estan en la regién de
particién débil. Los estudios de 1ligado por tandas fueron
usados para medir el coeficiente de particién (KP). Las
series se clasifican por los coeficientes de particidén
listados en la tabla 1.4.1. El producto ligado fue
determinado mediante medir la proteina en la extraccidén de la
columna usando absorbancia UV, y los rango entre 7,8 - 25,3
mg/mL. Los resultados de proteina A, HCP Yy HMW de estos

experimentos también presentados en la tabla 1.4.1. La

remocién de todas las impurezas se encontré que es robusta en
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los rangos operativos que cubre 13,5-38,8 mm de cloro total y

pH 7,8-8,4.

Tabla 1.4.1: Estudios de robustez del proceso en la remocién

de HCP, proteina A, y HMW en el modo de particién débil.

Concentracién Producto HCP en (Proteina A Proteina
de NaCl Kp | ligado T lacarga| Enla HCP A HMW |Recuperacién
P (ppm) carga (LRY)

(mM) (mg/miL) PP (o (LRV) |(veces)| (&)
38.8 0.26 0.4 7.8 20,391 | 49033 3.7 1.3 24 92
13.5 041 79 7.8 12,821 69.2 3.3 219 1.8 87
27.4 0.50 8 8.0 23,465 252 EX 2.2 3.2 ]
18.5 0.73 7.8 8.0 21,626 308 37 >3.2 29 M
23.5 0.80 9.5 8.1 18,004 343 3.2 >3.2 35 o4
217 .86 9.3 82 24,82] 280 3.6 >3.2 2.6 09
18.5 1.48 10 832 17,669 252 1.7 =3 19 95
22.0 5.35 25.3 8.4 29,203 533 1.6 =329 2.3 90

Concentracién NacCl (mM) Kp

[0128] De este estudio, puede verse que la remocién de
proteina A (LRV) varia fuertemente con el Kp, mientras que el
LRV del HCP es excelente en todos 1lo valores de Kp en o por
encima de 0,26, pero mucho més reducido en el Kp ed = 0,17
(bajo condiciones de flujo continuos). 1La remocién de
proteina en la célula anfitriona esta sobre un logaritmo
inferior para las condiciones de flujo continuo en
comparacidén con las condiciones de particién débil, aun para
una exposicisén de carga reducido. El1 producto ligado varia
entre 7,8-25 mg/ml para estas condiciones de particidén débil
en la combinacién de resina vy anticuerpo monoclonal. EI
coeficiente de particién parece ser optimo entre 0,41<Kp<5, 4.

No aparece que sea igual en Kp=0,17 Yy un producto ligado de

1,4-3,3 mg/ml, en las condiciones del experimento 1, 2.
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Series 2-intercambio de anién usando TMAE-hicapM y Mab-IMA

Experimento 2.1-seleccién de alta presentacién para

establecer las condiciones WP vy FT.

[0129] Una seleccién de alta presentacién (HTS) fue
llevada a cabo para identificar las condiciones de particién
débil y de flujo continuo para el medio Mab-IMA con TMAE-
hicap (M). Esta seleccién varia 1la concentracién de cloruro
de sodio y del PH para determinar su efecto en el grado de
ligado del MAB-IMA Y el proceso relacionado con las impurezas
(proteina A y HCP) con respecto al medio de MAE. 100 pl de
medio TMAE Hicap fue agregado a cada pozo de una placa de
filtro de 96 pozos. Cada pozo fue equilibrado en soluciones
hechas de hasta 25 mm de amortiguador y no mas de 1] unidad de
PH retirada del Pk del amortiguador (tabla 2.1.1) y el nivel
apropiado de cloruro de sodio (tabla 2.1.2). E1 PH wvario
entre 7,00 a 8,75 Y la concentracién de cloruro de sodio

vario entre 1 mm a 190mm.

[0130] Todos 1los amortiguadores fueron titulados para el
PH objetivo usando HC1 al 12M. cComo resultado de 1las
diferentes especies de amortiguacién requirieron diferentes
niveles de titilacién, 1a concentracién de cloruro vario de
bozo en pozo dependiendo de que amortiguador fue usado para

€se pozo. La cantidad de (1 requerida para titular el

amortiguador con respecto al pH objetivo fue calculada usando
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la adecuacidén Henderson-Hasselbach y se agrega al Cl total
contribuido del tanto NaCl como la cantidad en el material de
carga. El nivel de Cl calculado para cada pozo en el

experimento se da en la tabla 2.1.3.

Tabla 2.1.1: tipo de amortiguador y pH objetivo en cada pozo

Todas las columnas

Etanolamina (pH = 8.75)

Tris (pH = 8.5)

Tris (pH = 8.25)

Tris (pH = 8.0)

Tris (pH = 7.75)

Tris (pH = 7.5)
Bis-Tris (pH = 7.25)

Z|Q(HEOoQ(w P

Bis-Tris (pH = 7.0)

Tabla 2.1.2: niveles de NaCl en cada pozo (en mm)

Todas
las 1 5 10 15 25 35 50 75 100 | 125 | 150 j190
filas

Tabla 2.1.3: niveles de Cl. en cada pozo (en mm)

11 | 15 | 20 | 25 | 35 | 45 | 60 | 85 | 110 | 135 | 160

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 12
A | 2| 26 ] 31 | 36 | 46 | 56 | 71 | 96 | 121 | 146 | 171 | 211
B 8 | 12 | 17 |22 { 32 | 42 | 57 | 82 | 107 | 132 | 157 | 197
C 1 | 15 ] 20 | 25 35 | 45 | 60 | 85 | 110 | 135 | 160 | 200
D 15 | 19 | 24 | 29 | 390 | 49 | 64 | 89 | 114 | 139 | 164 | 204
E 18 | 22 27 | 32 42 52 67 | 92 | 117 | 142 | 167 | 207
¥ 21 25 | 30 | 35 | 45 | 55 | 70 | 95 | 120 | 145 | 170 | 210
G 3 | 12 17 | 22 | 32 | 42 | 57 | 8 | 107 | 132 | 157 | 197
H 200
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[0131)] En la primera etapa del experimento HTS, cada peso
fue equilibrado en las condiciones de Na Cl. y pH segun se
describié en 1las tablas 2.1.1 ¥2.1.2 en una proporcidén de
volumen de fase de 3:1(300 pL de solucién: 100 pL de resina).
La placa fue agitada durante 20 minutos, permitiendo que
alcance el equilibrio. La solucién fue entonces removida
mediante Centrifugar 1la placa de filtro. Este ciclo de

equilibrio fue repetido tres veces.

[0132] En la segunda etapa, la resina en cada pozo fue

retada con una solucién de Mab-IMA concentrada a 3 mg/ml de
resina con una proporcién de volumen de 3:1 (300 uL de

solucidn: 100 BL de resina) con una concentracién de NaCl y
un pH apropiado. Una solucién de 30 mg/ml de Mab-IMa en 1 mm
de Mes, 15 mm NaCl, pH 6,5 con 300ppm de proteina A fue usada
Como material de base. La placa cargada fue agitada durante
20 minutos, permitiendo que 1a resina y la solucién se
equilibre. E1 sobrenadante fue removido de 1la placa filtro
mediante centrifugacién Yy recolectado en una placa e
recoleccidén. La concentracidén de proteina en el sobre nadante
en cada pozo fue determinada mediante absorbancia en A280nm.
Cualquier disminucién en la proteina a y/o los niveles de HCP

indica una condicién que conduce a purificacién.

[0133] En la tercera etapa, la resina fue lavada mediante

agregar soluciones de NacCl éspecificado y de las condiciones

de pH especificadas dadas en la tabla 2.1.2. El sobrenadante
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fue removido después de agitar durante 20 minutos. En la
cuarta etapa, NaCl al 2M S€ agrega para remover la proteina
restante que estuviera ligada la resina. Los coeficientes de
particién fueron calculados para cada Pozo usando la masa
eluida de 1las etapas 3 y 4 y 1a concentracién de producto de
la etapa 2, Y Sse muestran en la tabla 2.1.4. Un grafico del
logaritmo del coeficiente de particidén como una funcién del

PH y del cloro se muestra en la figura 9.

Tabla 2.1.4: Coeficientes de Particién (KP) Para las

Selecciones de HTC 96 POzos para MAB-IMA

I 2 3 4 5 6 7 '8 9 10 11 12
Al 345 | 202 | 114 | 72 35 | 1.8 | 08 | 04 0.3 0.3 0.2 0.2
Bl 971 | 424 [ 193 | 99 43 22 1.0 | 04 0.3 0.2 0.2 0.2
C| 148 | 94 58 [ 421 20 | 11 {05 [ o3 0.3 0.2 0.2 0.2
b| 18 16 1 13 | 10 ] o7 05 104 02 [ 02 0.2 0.2 0.2
E| 07 0.7 0.7 [ 086 | 04 03 | 03] 02 0.2 0.2 02 | 02
¥l 04 | 04 104 |04 03 1 03 03 1 02 | 02 |02 [ o2 [0z~
G| 02 0.2 03 Loz | o2 02 1 02| 02 [ o2 0.2 0.2 0.2
H| 02 | 02 [ 03 [ 021 03 02 1021 02 | 02 [o02 | oz 0.2
[0134] Como se muestra en la tabla 2.1.4, el wvalor Kp

puede ser usado para describir regiones en donde e] MAB-IMA
se liga al medio TMAE con diferentes fuerzas. Estas regiones
son visualizadas mas claramente en 1la figura 9. La fuerza con
que el MAb-IMA se liga al medio TMAE buede ser manipulada
mediante variar las condiciones de PH y concentracién de

cloro en el flujo continuo (KP<0.1), particidén de

(0.1<KP<20), y zonas de ligado (KP220).
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[0135] El sobrenadante de la etapa de carga de los
diversos pozos de cada zona fueron muestreados y sometidos
c¢on proteina A. La carga tenia 300ppm de proteina A. Los
resultados del ensayo de estas muestras se resumen en la
tabla 2.1.5, Hay una regién de PH y de conductividad en donde
la etapa de cromatografia TMAE suministra una remocidén muy
significante de proteina A con una pérdida de proteina limita
con respecto a la resina. Esta regidén se encuentra gue esta
correlacionada uy cercanamente con el valor del coeficiente
de particién, KP, vy no cualquier pH o concentracién de cloro

especificos.

Tabla 2.1.5 Niveles Residuales de Proteina A datos de ligado

de MAb-IMA de las Selecciones HTS

Cl-

pH {mM) Kp (predicho) Proteina A {(ppm}

8.5 12 <28 -BLOQ
8.5 32 43 <7 -BLOQ
825 | 35 2.0 <5 - BLOQ
825 | 45 .13 <4 - BLOQ
8.0 39 0.7 <4 - BLOQ
825 | 60 0.5 <4 - BLOQ
775 | 42 0.4 <4 - BLOQ
7.5 35 0.3 35

8.0 64 0.3 63
825 | 110 0.3 190
725 | 32 0.2 90

8.0 89 0.2 177
875 | 121 0.3 217
775 | 92 0.2 187

75 | 120 0.2 219
7.25 | 107 0.2 224

Los valores KP predichos son derivados de una respuesta

de ajuste en superficie a las selecciones HTS, 'y 1la
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preedicidn subsiguiente del Kp con base en el modelo de

regresion.

Experimento 2.2-series de columna bajo condiciones FT usando

TMAE-HIcap y mab-IMA.

[0136] El siguiente experimento fue llevado acabo en el
modo de flujo continuo (FT) en donde el MAb-IMA interactua
solamente de manera muy débil con la columna. Cuatro series
fueron conducidas, con retos de producto de 109-275 mg/ml de

resina.

Cromatografia de Intercambio de Anién Con TMAE (HiCap M)

[0137] Para todas las etapas de cromatografia de anidn
TMAE (HiCapM) escritas en el experimento de las series 2, las
condiciones siguientes fueron usadas (se hacen excepciones

anotadas en las descripciones experimentales individuales).

indice de flujo racional-150-300cm/hr

Equilibrio 1-50 mm de tris, NaCl al 2,0m, pH 7.5 o 8,0
(5 volumenes dé columna)

Equilibrio 2-75 mm de NaCl, 50 mm de tris, pH 7,5 (las

series 3 y 4 contenia 50 mm de glicina)

Lavado post cargado-75 mm de NaCl, 50 mm de tris, pH 7,5
(las series 3 y 4 contenian 50 mm de glicina)

Amortiguador de extraccién-50 mm de tris, 2.0 M de

NaCl, pH 7.5 de 8.0(5volimenes de columna)
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[0138] Varias series de mab selecta de proteina A fueron
llevadas a cabo esencialmente como se describidé en el
experimento 1.2 para generar el material de carga para estas
series. Los grupos de anticuerpo purificado parcialmente de
la etapa de proteina A descrita previamente fueron
purificados adicionalmente en la etapa de intercambio de
anién en 1 modo de flujo continuo (FT). Los didmetros de la
columna variaron entre 1,0 a 3,2 cm y las alturas de la

columna fueron 7,2 a 8,5 cm.

[0139] Las columnas fueron equilibradas con 5 voluUmenes de
columna de una solucidén que contiene 50 mm de tris 2M NaCl pH
7,5 seguido por otra etapa de equilibraron que comprende el
50 mm de tris, y pH 7,5 en solucidén. Las columnas fueron
entonces cargadas entre 109 mg/ml y 275 mg/ml con el pico de
proteina A ©parcialmente purificados y el producto fue
recuperado en el influyente de columna durante el ciclo de
carga y durante algunos volUmenes de columna de la fraccidn

de lavado.

[0140] Estas condiciones de carga estaban en la regidn de
flujo continuo (FT).La seleccién de alta exposicidn descrita
en el experimento 2.1 suministra estimados para el valor del
coeficiente de particién (KP) bajo estas condiciones de pH y
de concentracién de cloro. Las series se clasifican por los
coeficientes de particién 1listados en la tabla 2.2.1. El

producto ligado fue determinado mediante medir la proteina en
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la extraccién de columna usando absorbancia UV. Este método
para determinar la cantidad de producto ligado tipicamente
subestima la cantidad total del producto ligado debido a la
elucidén isocratica del producto del lavado. Los resultados de
remocién de proteina A, HCP, HMW Y LMW de estos exXperimentos
también se presentan también en la tabla 2.2.1. Existe una
remocién pobre y variable relativamente de HCP y ninguna
remocién de proteina A y de variante de producto (especies

HMW y LMW)

Tabla 2.2.1: Remocién de HCP, Proteina A y HMW y LMW en el

Modo FT

Kp producto il L Retode ProAen HCPen HCP ProA UMW LMW (Recuperacion
ligado {mdi) carga lacarga lacarga {LR (LRV} (veces)(veces) {50}
(mg/mi) {ppm} {ppm} ¥)
{rag
13
0.3 © 150
02 0.3 7.0 83 215 25 1575 0.6 <0} i i 295%
02| ND | 73| g3 105 24 | 317 | 24 | bt ] 1 >95%
D3 0.3 7.5 3 167 ND 45712 1.8 ND 1 H >95%

ND = No determinado

Experimento 2.3-series de columna bajo condiciones de

particidn débil para Mab-IMA.

[0141] Los siguientes experimentos de columna fueron
llevados a cabo en el modo de particién débil bajo las
condiciones identificadas por la seleccién HTS (experimento

2.1). Siete series fueron 1llevadas acabo sobre la columna

TMAE desde los grupos de proteina A parcialmente purificados.
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Cromatografia TMAE HiCap (M)

[0142] El anticuerpo parcialmente purificado de una serie
de etapa con Proteina A esencialmente igual que la descrita
previamente fue purificada adicionalmente en una etapa TMAE
bajo condiciones de particién débil (WP) de pH y contenido de
cloro como se describe mas abajo. Los diadmetros de la columna
variaron entre 0.5 a 3.2 cm y las alturas de la columna eran

de 9.4-9.5 cm.

[0143] Las columnas se equilibran con 5 volumenes de
columna de una solucidén que contiene 50 mm de Tris, NaCl 2V,
pH 7.5 o 8.0 seguido por otra etapa de equilibrio dque
comprende una solucidén de 50 mm de glicina, 50 mm de Tris, pH
7.5 u 8.0. Las columnas entonces se cargan hasta entre 124
mg/mL y 303 mg/mL con el pico de la Proteina A purificada
parcialmentg y el producto se recupera en el efluente de
columna durante el ciclo de carga y algunos volumenes de
columna de la fraccién de lavado. Los resultados de este

experimento se presentan en la Tabla 2.3.1.

[0144] Estas condiciones de carga estdn en las regidén de
particién débil (WP). La seleccidén de alto rendimiento
descrita en el Experimento 2.1 suministra estimados para el
valor del <coeficiente de particién (Kp). Las series se
clasifican por los coeficientes de particién listados en 1la

Tabla 2.3.1. El producto ligado se determina mediante medir
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la proteina en la extraccién de columna usando absorbancia
UV. Este método para determinar la cantidad de producto
ligado tipicamente subestima la cantidad total de producto
ligado debido a la elucién isocratica del producto en el
lavado. Los resultados de Proteina A, HCP, HMW y LMW de estos
experimentos también se presentan en la Tabla 2.2.1. Existe
remocidén de HCP consistente y alta, excelente remocidén de
Proteina A, y reduccidén valuable de variantes de producto

(especies HMW y LMW).

[0145] Una comparacién de los datos presentados en las
Tablas 2.2.1 y 2.3.1 confirma que la remocién de HCP, de
Proteina A, de HMW, y de LMW bajo condiciones de un modo de
flujo continuo (Valores Kp de <0.3) es mucho menor que lo que
se logra bajo condiciones de particién débil (valores de Kp

>0.3), aun cuando la exposicién de la carga exceda 300 mg/mL.

Tabla 2.3.1: Remocidén de HCP, Proteina A, HMW, y LMW bajo

condiciones de particién débil.

ND = no determinado
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Kp Producto 1 (- Exposicion ProA HCP  HCP  praA HMW LMW Recuperacién
ligado (mM) deCarga  Enla  Enla  (IRv)y (LRV) (veces) (veces) {%)
(ragmil) earga  carga
{mgnl)  (Ppm)  (ppm)

0.7 ND (80| 55 303 72 754 30 1.5 1.0 12 >05%
0.7 F) 79| 45 307 213 | 1852 | 2.6 24 ND ND >95%
1.0 5 21| 45 302 222 | 1852 | 2.6 3.0 ND ND >95%
12 30 80} 35 124 52 | 3320 | 2.8 2. 14 11 39%
17 ND 80 26 303 72 754 23 >2.6 1.1 18 >05%
1.7 ) 811 3l 310 ND | ND | ND ND ND | ND 0%
18 35 T8 14 169 23 | 2462 | 30 >18 15 21 86%
5.3 9 g0 17 303 72 754 | 2.0 >2.6 1.7 1.6 >05%
8.9 59 82| 12 784 ND | NO | ND NI 15 21 5%

Experimentos 2.4: Desempefio de las series en columna de

particién débil en fabricacién a escala Piloto y Clinica

[0146] La etapa del proceso TMAE para la purificacién de
Mab-IMA operada en la zona de particién débil fue escalada a
la planta Piloto y a fabricacién clinica. El1 cultivo que
contienen el anticuerpo monoclonal se purifica primeramente
utilizando una columna 3L o 5L MabSelect en el Piloto y una
columna de 28 L MabSelect durante la fabricacién clinica. La
columna MabSelect se opera esencialmente como se describe en
el Experimento 1.2. Los grupos de pico de Proteina
neutralizados de estas series se purificaron adicionalmente
sobre una columna de 1.5 L TMAE en Piloto y una columna de 7
L TMAE en las instalaciones de fabricacién clinica. Los
resultados de tres series piloto y nueve series de
fabricacién clinica se resumen en las Tablas 2.4.1 y 2.4.2;
respectivamente. El desempefio de la etapa fue consistente en

todas las series, con excelente reduccidén de HCP, Proteina A,

y buena remocidén de productos relacionados con las especies
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HMW y LMW. La recuperacién de producto fue >87% en todas las
series. Un estimado del producto ligado a la resina durante
las series Piloto fue obtenido del producto en la extraccién
14 mg/mL de

de la columna, que estuvo en el rango de 6 -

5 resina.

Tabla 2.4.1: Desempefio de las series a Escala Piloto bajo

condiciones de particién débil

Kp

Exposicion pH

de Carga

(mng/mL)

Cl-
(M)

Exposicion
de Carga
(mg/ml}

HCP
LRV}

ProA
{LRV)

1MW

(veces)

LMW

(veces)

Recuperacién

(%)

. 34 2.0 2.0 90
Serie 1 v »
Serie 2 1.7 13 8.1 31 184 >3.6 >2.6 1.0 3.0 88
ot L7 6 3.1 31 150 ND >2.8 13 12 88
10 Serie 3
Tabla 2.4.2: Desempefio de las series a escala de fabricacién
bajo condiciones de particién débil
Kp  Exposicion  Cl.  pH  NCP*  Proa*  HMW LMW  Recuperacién
deCarga (M) LRV} (LRW (veces) (veces) (%)
(myg/ml)
Serie 1 32 90 30 8.1 >2.2 >0.3 25 3.0 20
Serie2 | 25 180 29 8.0 >22 | 200 19 15 93
Serie3 | 26 133 28 80 | >23 | 210 25 1.8 95
Seried | 2.6 174 29 8.0 >2.2 21.0 25 12 94
Series | 22 136 31 | 80 | >20 | 209 23 17 102
Serie 6 3.8 146 27 3.1 >22 >0.8 2.5 1.8 91
Serie 7 20 118 28 79 >22 1.0 1.6 1.6 96
15 * Los niveles de HCP y de Proteina A en el grupo pico TMAE

estuvieron por debajo del limite de cuantificacién.

Resumen
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[0147] Las condiciones identificadas HTS para la operaciédn
WP y FT. El modo FT suministra solamente una reduccién
modesta en las especies HCP y LMW, y no hubo reduccién en los
residuos de Proteina A o en las especies HMW. La operacidén en
el modo WP mejora la remocién de todas las impurezas sin
sacrificar el rendimiento del producto. La etapa de proceso
fue aumentada a una planta Piloto y operada consistentemente
en tres series, con LRVs muy altos para HCP y Proteina A, y

buenas reducciones en las especies HMW y LMW.

Series 3 - Intercambio de Anién utilizando TMAE-HiCapM y Mab-

AAB
Experimento 3.1 — Seleccién de alto rendimiento para

establecer condiciones WP y FT

[0148] El Experimento 3.1 fue llevado a cabo utilizando

los procedimientos como se describié en el Experimento 1.1.

Experimento 3.2 - Series de capacidad de columna bajo
condiciones que corresponden a coeficientes de particidn

variables

[0149] Cinco experimentos de cromatografia fueron llevados
a cabo bajo condiciones que corresponden a un rango de
coeficientes de particién identificados por la seleccién HTS

(Experimento 3.1). Las columnas TMAE fueron cargadas hasta

una seleccién de carga muy alto (>1000 g/L) para resaltar
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especificamente el desempefio superior de la etapa AEX bajo

condiciones de particidén débil.

[0150] Las siguientes condiciones fueron utilizadas para
las series AEX llevadas a cabo en la Serie 3 (excepciones se

anotan en las descripciones experimentales individuales).

indice de flujo operacional- 150 - 300 cm/hr

Equilibrio 1 - 50 mm de Tris, NaCl 2.0 M, pH 7.5 (5 volumenes
de columna)

Equilibrio 2 —-segun se especificé, aproximadamente
equivalente al pH de la carga y al contenido de cloro

Lavado postcarga - <como se especificd, aproximadamente
equivalente al pH de carga y al contenido de cloro
Amortiguador de extraccidén - 50 mm de Tris, NaCl 2.0 M, pH

7.5 (5 volumenes de columna)

[0151] La columna fue equilibrada con 5 volumenes de
columna de amortiguador de equilibrio 1 seguido por 5
volumenes de columna de la etapa de equilibrio 2. La columna
entonces se carga entre 940 y 2144 mg del producto/ml -de
resina con el grupo pico de Proteina A (referida a las Series
1, Experimento 1.1) ajustado al amortiguador de equilibrio

apropiado 2.

[0152] Las fracciones efluentes de columna se recolectaron
y se ensayaron posteriormente para los niveles de HCP y la

Proteina A residual. Las condiciones de carga utilizadas en
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estos experimentos corresponden a coeficientes de particién
progresivamente crecientes que abarcan las regiones de flujo
continuo y particidén débil (WP). La seleccidén alta de
productividad descrita en el Experiménto 3.1 suministra
estimados para el valor del coeficiente de particién (Kp).
Los valores del producto ligado en este ejemplo se calcularon
con base en el producto eluido en la tira. Los resultados de
estos experimentos se presentan en la Tabla 3.2.1 y las

Figuras 10A y 10B.

Tabla 3.2.1 - Resumen de los resultados de experimentos de

exposicidén a carga muy alta en el modo de WP

Coeficiente | Condiciones |Exposicién | Producto Recuperacioén*
de de operacidn | de Carga ligado
Particién mg/ml mg/mL*
Kp
Serie 0.1 Flujo 1754 0 100
1 continuo
Serie | 0.23 Particionado | 940 14.2 98.5
2 débil
Serie | 0.8 Particionado | 940 12.0 98.7
3 débil
Serie | 0.8 Particionado | 2144 23.0 98.9
4 débil
Serie|2.73 Particionado | 960 12.6 98.7
5 débil
Serie |7 Particionado | 1130 71.7 93.7
6 débil

* Con base los cdlculos de balance de masa

[0153] El valor de ligado de producto para la tanda que
corresponde a un Kp de 0.1 estuvo cerca de cero, como se
esperaba para una operacién de flujo continuo tipica. Los

valores del 1ligado de producto para los experimentos

desarrollados en la regién de particién débil fueron > 12.0
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mg/ml en todos los casos. De hecho, el valor del ligado de
producto para la tanda que corresponde al Kp de 7 fue tan
alto como 71 mg/ml. La recuperacién del producto en el eluido
de carga combinada y las fracciones de lavado en todos los

casos fueron, sin embargo, > 93%.

[0154] La remocién del HCP y la Proteina A, como una
funcién de la exposicién a la carga, se presenta en las
Figuras 10A y 10B. Como se discutid anteriormente, la
remocién del HCP se incrementa significativamente en la
medida en que las condiciones se mueven desde el flujo
continuo a particién débil. La operacién bajo condiciones de
flujo continuo suministra aproximadamente 1.5 logs de 1la
depuracién de HCP, mientras que los valores de remocién del
log de HCP fueron tan altos como 3.8 logs a exposiciones de
carga < 450 mg/ml de resina cuando se operaba a un Kp de 7 en
la regién de particién débil. A un Kp de 0.8 en la regién de
particién débil, se obtuvieron 2.8 logs de depuracién de HCP
para las exposiciones de carga de hasta 1000 mg/ml de la
resina, y se obtuvieron > 3 logs de depuracién de HCP para
hasta una exposicién de carga de 800 mg/ml de resina a un Kp

de 2.7 en la regidén de particién débil.

[0155] Como es el caso del HCP, la remocién de la Proteina
A se incrementa significativamente en la medida en que
nosotros nos movemos de las condiciones de flujo continuo a

las condiciones de particién débil. Los resultados

presentados en las Figuras 10A y 10B también resaltan el
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hecho de que incrementar el Kp de la operacién desde 1la
regién de flujo continuo a la de particién débil incrementa
tanto los valores HCP como los de depuracién de 1log de
Proteina A obtenidos antes del escape del contaminante, asi
como también la exposicién de carga que corresponde al punto
de escape. Un incremento adicional en Kp. continta el
incremento en el HCP y la Proteina A LRV antes del escape del
contaminante. Sin embargo, el punto de escape ocurre a
exposiciones de carga relativamente mds bajas en razén a que
el producto ligado ahora compite con los contaminantes por
los sitios de unidén. Sin embargo, la capacidad de la columna
para las tandas presentadas aqui fue muy alta aun para la

tanda Kp alta.

[0156] En este ejemplo se muestra que la remocién de 1la
Proteina A y HCP se puede mejorar significativamente mediante
la operacién de la etapa AEX bajo las condiciones de
particionado débil y las exposiciones de carga en exceso de
1000 mg/ml de resina. Este ejemplo resalta una diferencia
fundamental entre la cromatografia de particionado débil vy
las operaciones estédndar bajo las condiciones de unién. Las
condiciones de particionado débil empujan los limites de la
unién del producto solamente hasta un punto donde 1la
depuracién del contaminante se mejora significativamente,
mientras permanece alto el ©producto recuperado y las
exposiciones de carga. Los valores Kp que corresponden a

condiciones de unién son > 20 en AEX; bajo estas condiciones

los efectos competitivos entre el producto y el contaminante
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son tan fuetes que conducen a reducir la capacidad comparada

con la cromatografia de particionado débil.

Series 4 - Interaccidédn Hidréfoba utilizando Fenil Toyopearl y
Mab-AAB
Experimento 4.1 - Estudios de unidén en tanda para establecer

las condiciones WP y FT

[0157] Los estudios de unién en tanda se condujeron para
identificar las condiciones de particién débil y de flujo
continuo para Mab-AAB con medio de Fenil Toyopearl de Tosoh
Biosciences. La sal que modula la resistencia de 1la
interaccién del producto con la resina es Na,S04, que varid de
0.20 a 0.90M. Las soluciones fueron amortiguadas para
controlar a pH 7.5. Placas de filtro de 45 um se utilizaron
para incubar la resina con el liquido y para decantar el
sobrenadante a través de centrifugacién. Se hicieron ocho
amortiguadores Tris/ Na,SO; hecho con NaySO, a diferentes
concentraciones (0.2 M a 0.9 M). E1 Mab-AAB que fue
parcialmente purificado mediante cromatografia de Proteina A
se diluydé en una solucién de Tris/ Na,S80, hasta un final de
concentracién de 0.87 mg/ml. 50 ul de resina se equilibraron
con 300 ul de amortiguador y luego el sobrenadante se decantd
para cada una de las condiciones Tris/ Na,SO4; este equilibrio
se repitidé tres veces. Después del equilibrio, la .resina

decantada se mezcld con el producto a la misma concentracién

de la sal y pH y se incubd durante 30 minutos con agitado
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suave. La exposicidn de carga fue de 5.2 mg de producto/ml de
resina para todas las condiciones. Una placa UV fue luego
apilada al fondo de la placa de filtro para recolectar el
sobrenadante luego de centrifugacién. Posteriormente, 300 ul
5 de 50 mm de amortiguador Tris, pPH 7.5 se aplicdé a la resina
para quitar el producto unido. Luego una incubacién de 20
minutos, la tira se recolectdé en una placa UV separada a
través de centrifugacién. La concentracién del producto en
cada fraccién se mididé mediante absorbancia UV y el
10 coeficiente de extincién para este MAb. Los calculos se
ajustaron para una conduccién etapa por etapa sobre un
volumen de 29 ul que se determiné a través de un conjunto
separado de experimentos. El experimento se repitid cuatro
veces bajo cada una de las condiciones de la sal Yy se reportd

15 un coeficiente de particién promedio.

[0158] La Tabla 4.2.1 resume los coeficientes de particidén
de este experimento. Las concentraciones mé&s altas del Na,S0,
originaron una unién fuerte del producto, mientras que las
20 concentraciones de sal en el rango de 0.40 - 0.55M

representan condiciones de particidén débil.
Experimento 4.2 - Series de columna bajo particidén débil,
flujo continuo y condiciones de unidén (estudios de alta

25 exposicidén al producto)

[0159] Las series de columnas se desarrollaron bajo flujo

continuo, particidén débil y condiciones de unién fuerte. Para
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todas las series de cromatografia de interaccién hidréfoba
con Fenil Toyopearl descritas en los experimentos de la Serie
4, se utilizaron las siguientes condiciones (se anotan las

excepciones en las descripciones experimentales individuales)

Dimensién de la columna: diametro 0.5 cm, altura del
lecho 9.5 - 10.5 ¢cm

Equilibrio - 50 mm Tris, pH 7.5 con [Na»S04]
aproximadamente equivalente a la carga

Carga - [Nay;SO4] como se especificd adelante

Lavado - [Na;S04] igual a la carga (excepciones anotadas
adelante)

Tira - 50 mm Tris, pH 7.5

[0160] Se utilizaron dos cargas diferentes: 1) grupos de
anticuerpo parcialmente purificados de una serie de la etapa
de la Proteina A esencialmente la misma que aquellas
10 previamente descritas o ii) grupos de producto FF Q Sefarosa

TMAE mas puros del modo de operacidén FT.

Experimento 4.2.1 - Series de columna utilizando grupos de
pico de Proteina A como carga
15
[0161] Los experimentos discutidos aqui se desarrollaron
para resaltar el desempefio superior del HIC bajo condiciones
de particién débil. Las series de columna se desarrollaron
bajo concentraciones de sal variantes para cubrir un rango de
20 coeficientes de particién que corresponde al flujo continuo,
la particidén débil y las condiciones de unién fuertes. La(
seleccidédn de unidén de tanta descrita en el Experimento 4.1

suministra los estimados para el valor del coeficiente de

particién (Kp). Las columnas se equilibraron con 1los 5
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volumenes de columna de una solucién que contiene 50 mm de
Tris, pH 7.5 y un [Na,SO,] apropiado a una concentracidén
especifica. El pico de la Proteina A se concentré primero 10
veces, y posteriormente se diluyé a 14.77 mg/ml en la
5 concentracién de sal apropiada. Los niveles de proteina de 1la
célula anfitriona (HCP) y de Proteina A residuales en el
material de carga fueron de 30911 ppm y 17.1 ppm,
respectivamente. Todas las series de columna se desarrollaron
a una exposicidn de carga de 100 mg/ml de resina. El producto
10 se recolecté en el efluente de columna durante la fraccién
del ciclo de carga. Después del flujo continuo de producto,
los 10 volumenes de columna de amortiguador de lavado a la
misma concentracién de sal como carga se aplicaron a la
columna, seguido por <cinco volumenes de columna de un
15 amortiguador de tira que contiene 50 mm de Tris, pH 7.5. E1
contenido de HCP y de Proteina A en el eluido de carga y las
muestras de lavado se analizaron posteriormente mediante
ELISA. El nivel de impureza combinado tanto en el eluido de
carga como en las fracciones de lavado se reportaron en la

20 Tabla 4.2.1.

[0162] Las series se califican mediante los coeficientes de
particidén. El1 producto 1ligado se determiné al medir la
proteina en la tira de columna utilizando absorbancia UV.

25 Este método de determinar el producto ligado tipicamente
subestima la cantidad de producto ligado durante la carga

debido a la desorpcién gradual del producto durante el

lavado.
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Remocién de impurezas en condiciones de flujo

Concentraci | Coeficient | Ventana Product | Recuperaci | Remocié | Remocid
én e de de o 6n de n de n
Na,S0, Particién | operacid Ligado Producto Protein HCP
Kp n ( (%) a A {Log)
mg/mL) (doble)
Seri 0.10M <0.1 Flujo 0.6 94 0.9 0.3
el continuo
Seri 0.20M <0.1 Flujo 1.3 93 0.8 0.4
e 2 continuo
Seri 0.40M 0.9 Particid 2.8 94 1.7 1.0
e 3 n débil
Seri 0.45M 2.0 Particié 3.0 93 1.5 0.9
e 4 n débil
Seri 0.50M 4.3 Particié 3.8 92 2.5 N/A
e 5 n débil
Seri 0.55M 9.9 Particié 5.0 93 3.4 1.1
e 6 n débil
Seri 0.80M >100 Unién 25 72 2.2 0.7
e 7 fuerte
Seri 0.90M >100 Unidén 34 67 1.1 0.4
e 8 fuerte

(El coeficiente de particidén Kp cuenta para la proporcién de
volumen de fase de 6 de 50 microlitros de resina y 300

microlitros de solucidn).

[0163] Como es evidente de los datos presentados en la
Tabla 4.2.1, el desempefio de la etapa de HIC mejora
significativamente con respecto a la reduccién del

contaminante en la medida en que nosotros nos movemos desde
las condiciones de flujo continuo a las de particién débil,
mientras que la recuperacién del producto es comparable. Un
incremento adicional en la concentracién de sal de operacién
conduce a coeficientes de particién que corresponden a las
condiciones de ligado fuerte. Es una vez mds claro de 1los
datos presentados en la Tabla 4.2.1 que el desempefio de la
etapa HIC se deteriora con respecto tanto a la reduccidén de
también a la recuperacién del

asi como

contaminante,
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producto, en la medida en que nosotros nos movemos desde de
las condiciones de particidén débil a las de unién fuerte. La
ventana de operacidén Optima para esta separacidén corresponde
por lo tanto a aquella de la cromatografia de particién
5 débil. Bajo las condiciones de particién débil, la etapa HIC
suministra una reduccién de 1 log de HCP y 3.4 veces la
reduccién de la Proteina A. Los niveles de producto ligado
bajo las condiciones de particién débil, en este ejemplo,
estuvieron entre 2.8 - 5 mg/ml de resina.
10
Experimento 4.2.2 - Series de columna utilizando grupos picos

de Q Sefarosa como carga

[0164] Los grupos pico Q Sefarosa FF se utilizaron en estos
15 conjuntos de experimentos para resaltar el hecho de que el
desemperio de la etapa HIC bajo las condiciones &ptimas de
cromatografia de particién débil se puede mejorar
adicionalmente con una fuente de alimentacién més limpia. El
material de carga en este caso contenia 2880 ppm de HCP y se
20 generd al purificar el grupo pico de Proteina A sobre una
columna Q Sefarosa FF. Dos experimentos, uno bajo condiciones
de particidén débil y el otro bajo condiciones tipicas de
flujo continuo, se condujeron para comparar el desempefio de
la columna con respecto a la remocidén de la impureza. El pico
25 de Q Sefarosa se diluyd a 3.27 mg/ml a 550 mm de NaSO, y se
cargd a la columna a una exposicidén de carga de 100 mg/ml de
resina para la operacién bajo condiciones de particién débil.

La columna se lavd posteriormente con 10 CV de un
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amortiguador que contienen la misma concentracidn de sal que
la carga y se peld con 6CV de 50 mm de amortiguador Tris, pH
7.5. El segundo experimento se condujo bajo condiciones de
flujo continuo. La carga se ajustdé a 3.03 mg/ml en 200 Na,SO4
5 vy se cargdé a la columna a una exposicién de carga de 90 mg/ml

de resina. La columna se lavdé luego con 6CV de amortiguador
que contiene la misma concentracidédn de sal que la carga, y se

peld posteriormente con 6 CV de 50 mm de amortiguador Tris,

pH 7.5. En ambas series, el flujo continuo y las fracciones
10 de lavado se recolectaron para la recuperacién y analisis de
la impureza. Los resultados de estas series se reportan en la
Tabla 4.2.2.
Tabla 4.2.2: Comparacién de los resultados de la particién
15 débil HIC con los resultados del flujo continuo
Produ
Coefici Modo Qgpos1c gto HC
Ser | Concentra | ente de de ién de | Ligad | Recupera p
. cidn Partici Carga o) cidédn de
ie . operac LR
Na,S0, on i6n ( ( Producto v
(Kp) mg/mL) | mg/mL
)
1 0.55M 9.9 Partic 100 3.0 94 % >2
ién
débil
2 0.20M <0.1 Flujo 90 0.1 99 % <0
contin .5
uo
[0165] Los valores de recuperacién del producto bajo
condiciones de particién débil fueron comparables con las
20 operaciones de flujo continuo y también fueron independientes

de la fuente de alimentacién utilizada en estos experimentos.
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El desempefio de las etapas con respecto a la remocidén de HCP
es significativamente mds alto bajo condiciones de particién

débil comparadas con la operacidén de flujo continuo.

5 [0166] El HCP LRV a través de la etapa HIC con cualquier
fuente de alimentacidén fue comparable bajo condiciones de
flujo continuo (~ 0.4 - 0.5 LRV). Sin embargo, los valores
HCP LRV para los experimentos desarrollados bajo condiciones
de particidén débil se increméntaron de 1 LRV con el material

10 de carga de Proteina A a mads de 2 LRV con material de carga

purificado a través de las columnas de Q Sefarosa FF.
Resumen

15 [0167] Otro modo de cromatografia (HIC) se mostrd para
operar exitosamente en el modo de particiédn débil. El
desempeiio de la etapa HIC bajo condiciones de particidén débil
se mostrd por ser superior a ambas condiciones de flujo
continuo, asi como también a las operaciones bajo las

20 condiciones de unidén mas estrechas, con respecto a la
recuperacién del producto y a la remocién de HCP/Proteina A.
Una capacidad de exposicidén a alta carga de 100 mg/ml de
resina se procesd exitosamente bajo condiciones de particién
débil, donde > 3 mg/mL del producto unido a la resina (aungue

25 la concentracién de carga fue de 3.27 mg/mL). Los
coeficientes de particién que corresponden a las condiciones
Optimas de particidén débil parecen ser ligeramente superiores

que aquellas para la cromatografia de intercambio de anidn.
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Series 5 - Hidroxiapatita utilizando Hidroxiapatita de

ceramica Tipo I y Mab-MYA

5 Experimento 5.1 - Seleccidén del rendimiento total alto para

establecer las condiciones WP y FT

[0168] Una seleccidén de rendimiento total alto (HTS) se
desarrolldé para identificar las condiciones de particidn

10 débil y de flujo continuo para Mab-MYA con medio de
hidroxiapatita de ceramica. Esta seleccidn varid la
concentracién de cloruro de sodio y fosfato de sodio para
determinar su efecto sobre la cantidad de unién de MAB-MYA al
medio de hidroxiapatita.

15
[0169] 50 pL de medio de hidroxiapatita de ceradmica se
agregé a 30 pozos de una placa de filtro de 96 pozos. Cada
pozo se equilibrdé en soluciones hechas de concentraciones de
cloruro de sodio y de fosfato de sodio apropiadas en 100 mm

20 de amortiguador HEPES que contiene 100 mm de arginina a pH
7.2. Llas concentraciones de las dos sales en la solucidén se
muestran en las Tablas 5.1.1 y 5.1.2. Cada condicidén se
desarrolld en duplicado. La exposicidén de la carga de MAB-MYA
en cada uno de estos pozos fue de 5.0 mg/mL de resina

25

Tabla 5.1.1: Niveles de cloruro de sodio en cada pozo (en mM)

— [ 1+ T 2 [ 3 [ 4 |
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A 50 200 50 200
B 750 50 750 50
C 50 380 50 380
D 500 760 500 760
E 50 1140 50 1140
F 200 200 200 200
G 350 200 350 200
H 700 700

Tabla 5.1.2: Niveles de fosfato de sodio en cada pozo (en mM)

1 2 3 4
A 5 20 5 20
B 5 30 5 30
C 8 30 8 30
D 8 30 8 30
E 10 30 10 30
F 10 50 10 50
G 10 100 10 100
H 10 10
5 [0170] En la primera etapa de experimento HTS, cada pozo se

equilibré en las condiciones de cloruro de sodio y fosfato de

sodio como se describen en las Tablas 5.1.1 y 5.1.2, en una

proporcién de volumen de fase de 6:1 (solucidén de 300ulL:

resina 50ulL). La palca se agito durante 20 minutos,

10 permitiendo que se alcanzara el equilibrio. La solucidn se

removié luego al centrifugar la placa de filtro. Este ciclo

de equilibrio se repitid tres veces.

[0171] En la segunda etapa, la resina en cada pozo se

15 expuso con una solucién de MAb-MYA concentrada a la

exposicidén de carga de proteina apropiada con una proporcidn

de volumen de 6:1 (solucidén 300ul: resina 50ul) a 1la

concentracién de cloruro de sodio y de fosfato de sodio

apropiadas. Una solucidén de 7.0 mg/mL de Mab-MYA en 50 mm de
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NaCl, 100 mm de HEPES, 100 mm de arginina, pH 7.2 se utilizé
como solucidén madre. La placa cargada se agitd durante 20
minutos, permitiéndole a la resina y a la solucién
equilibrarse. Se removidé el sobrenadante de 1la placa de
5 filtro mediante centrifugacién y se recolectd en una placa de
recoleccidn. La concentracién de la proteina en el
sobrenadante en cada pozo se determindé mediante absorbancia a

A280nm.

10 [0172] En la tercera etapa, se lavdé la resina al agregar
soluciones de las condiciones de cloruro de sodio y fosfato
de sodio especificadas listadas en las Tablas 5.1.1 y 5.1.2.

El sobrenadante se removidé después de agitar durante 20

minutos.

15
[0173] En la cuarta etapa, un amortiguador comprendido de
100 mm de fosfato de sodio, 1M de NaCl pH 7.2 se agregd para
remover la proteina restante que estaba ligada a la resina.

20 [0174] Los coeficientes de particién se calcularon para

cada pozo utilizando la masa eluida de la etapa 4 y la
concentracidén del producto de la etapa 2, y se muestran en la

Tabla 5.1.3.

25 Tabla 5.1.3: Coeficientes de Particidén (Kp) para la selecciédn

HTS de 96 pozos para MAB-MYO
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A 49.3 2.3 50.5 2.4
B 3.5 6.0 4.1 6.0
C 31.6 0.4 34.7 0.3
D 2.9 0.1 3.3 0.1
E 28.1 0.0 28.3 0.0
F 7.2 0.5 7.7 0.4
G 3.5 0.0 3.1 0.0
H 1.1 1.1

[0175] Como se muestra en la Tabla 5.1.3 el valor Kp se
puede utilizar para describir regiones donde el MAB-MYA se
liga al medio de hidroxiapatita con diferentes

S concentraciones. La concentracién del MAB-MYA que se liga al
medio de hidroxiapatita de cerdmica se puede manipular al
variar las condiciones de 1la concentracién de cloruro vy
fosfato en el flujo continuo (Kp=<0.1l), particién débil
(0.1<Kp<20), y zonas de ligado (Kp=>20).

10

Experimento 5.2 - Series de columna bajo condiciones WP

[0176] Los experimentos discutidos aqui fueron
desarrollados especificamente para resaltar el desempeno
15 superior de la etapa cHA bajo condiciones de particidén débil.
Los experimentos se desarrollaron por lo tanto Dbajo
condiciones que corresponden a un rango de coeficientes de
particidén identificados mediante la selecciédn HTS
(Experimento 5.1). Se condujeron doce series, con

20 exposiciones de carga de producto de 100 mg/ml de resina.

Cromatografia de Proteina A Mabselect
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[0177] E1l cultivo que contiene el anticuerpo monoclonal se

purificé wutilizando una columna MabSelect. La columna de
Proteina A Mabselect se equilibrdé con 5 volumenes de columna

de 50 mm de Tris/150 mm de NaCl, pH 7.5 a una tasa de flujo

S de 300 cm/hr. La columna se cargd luego a una carga de
aproximadamente 40 mg de producto/ml de resina. Esta se

siguié mediante un lavado de 10CV en 1M de arginina, 50 mm de

Tris, pH 7.5 y un lavado 5CV que contiene 10 mm de Tris, 75

mm de NaCl, pH 7.5 de lavado. La columna se eluyd entonces

- 10 utilizando 100 mm de arginina, 50 mm de NaCl, pH 3.0. El
grupo de producto se neutralizdé a un pH 7.2 utilizando 2M de

HEPES pH 8.0.

Cromatografia de Hidroxiapatita de Ceramica

15
[0178] Los grupos de anticuerpo parcialmente purificados de
la etapa de la Proteina A se purificaron adicionalmente sobre
hidroxiapatita. El didmetro de la columna fue de 0.5 cm y la
altura de la columna fue de 10 cm.

20

[0179] Para todas las etapas de cromatografia de
hidroxiapatita descritas en las series del Experimento 5, se
utilizaron las siguientes condiciones (las excepciones se
anotan en las descripciones de los experimentos

25 individuales).

Tasa de flujo Operacional - 150 - 240 cm/hr



WO 2006/099308 91 PCT/US2006/008919

nnt1on

Equilibrio 1 300 mm de fosfato de sodio, 1.0M de
NaCl, pH 6.8 (3 volumenes de columna)

Equilibrio 2 5 - 30 mm de fosfato de sodio, 50 - 760
mm de NaCl, 100 mm de Arg, 100 mm de
HEPES pH 7.2 (5 volUmenes de columna)

Lavado 5 - 30 mm de fosfato de sodio, 50 - 760
mm de NaCl, 100 mm de Arg, 100 mm de
HEPES pH 7.2 (5 - 10 wvolumenes de
columna)
[0180] La columna se equilibré con 5 volumenes de columna

del amortiguador de equilibrio 1 seguido por otra etapa de
equilibrio 2. La columna se cargd entonces a 100 mg de
5 producto/ml de resina con el pico de la Proteina A de la
etapa previa (ajustado al amortiguador de equilibrio 2
apropiado), y el producto se recuperdé en el efluente de
columna durante el ciclo de carga y algunos volumenes de
columna de la fraccidén de lavado. Los resultados de estos

10 experimentos se presentan en la Tabla 5.2.1 y la Figura 11.

[0181] Estas condiciones de carga estuvieron en el flujo
continuo, en 1la particidén débil (WP) vy las regiones de
ligado. La seleccidén de rendimiento total alto descritas en
15 el Experimento 5.1 suministra estimados para el valor del
coeficiente de particién (Kp) y el producto de ligado (mg/mL
de resina) bajo estas condiciones de concentracidén de cloruro
y fosfato. El producto de 1ligado se determiné de los
volumenes de escape de producto de las series de columna. Los

20 resultados de HCP y de Proteina A de estos experimentos se

presentan en la Tabla 5.2.1 y la Figura 11.
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Tabla 5.2.1: Remocién de HCP y Proteina A bajo flujo

continuo, condiciones de particién débil y de ligado

Coeficient Modo de Pho | NaC | Product | Recuperacié | Remocid Proteina
e de Operacid s 1 o) n de n de Célula
Particién n Ligado Producto de Anfitrion
.nt ( (%) Protein a (LRV)
Kp mg/mL) a A
(doble)
Seri 0.0 Flujo 30 760 0 93 0 0.58
el continuo
Seri 0.9 Particié 30 200 3.0 96 NA 0.57
e 2 n débil
Seri 1.1 Particid 10 700 3.2 94 1.7 0.9
e 3 n débil
Seri 1.7 Particié 20 200 3.1 94 NA 0.83
e 4 n débil
Seri 3.0 Particié 8 500 3.0 100 1.9 1.3
e 5 n débil
Seri 3.2 Particiéd 10 350 3.6 94 2.1 1.5
e 6 n débil
Seri 3.7 Particié 5 750 3.3 99 2.4 1.2
e 7 n débil
Seri 5.8 Particié 30 50 10.7 95 2.1 1.2
e 8 n débil
Seri 7.3 Particié 10 200 10.2 94 2.4 1.2
e 9 n débil
Seri 27.8 Unidn 10 50 16.3 91 2.1 1.2
e 10 fuerte
Seri 32.7 Unién 8 50 21.6 86 2.4 1.4
e 11 fuerte
Seri 49.2 Unidén 5 50 24.6 79 2.1 1.6
e 12 fuerte

[0182] Es evidente de 1los datos presentados en la Tabla
5.2.1 y la Figura 11 que el desempefio de la etapa cHA mejora
significativamente con respecto a la reduccién de
contaminante en la medida en que movemos de las condiciones
de flujo continuo a las condiciones de particién débil,
aunque es comparable la recuperacidén de producto. Bajo las
condiciones de operacidén que corresponden a un incremento
adicional en el coeficiente de particién (es decir, la
operacién en la regidén de ligado) no se suministra un
beneficio adicional con respecto a la remocidén del
contaminante. Sin embargo, la recuperacidén del producto a

través de la etapa comienza a caer bajo las condiciones de

ligado fuerte. Asi, la ventana operativa oéptima para ésta
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separacidén corresponde a aquella de la cromatografia de
particién débil. Bajo estas condiciones, la reduccidén > 2 log
de Proteina A y la reduccién > 1.2 log de la proteina de
célula anfitriona se obtuvo a una exposicidén de carga de 100
5 mg de producto / ml de resina. Los niveles de producto ligado
bajo las condiciones de particién débil, en este ejemplo,

estuvieron entre 3.0-10.2 mg/mL de resina.

Resumen
10
[0183] Un tercer modo de cromatografia (hidroxiapatita) se
mostrdé para operar exitosamente en el modo de particiédn
débil. La Proteina A y el HCP se unen méds estrechamente que
el anticuerpo de producto a 1la resina de cerédmica, y se
15 retienen fuertemente bajo condiciones WP. Los valores més
altos de Kp en la regién WP estan entre 10 y 20 en algunos
casos, aungque aun suministran buena recuperacidédn de producto
(> 90%). Los niveles mas bajos de Kp dan las recuperaciones
correspondientemente més altas.
20
[0184] En este ejemplo se mostrd que el desemperio de la
etapa de columna se puede optimizar principalmente a través
de la escogencia del coeficiente de particidén utilizado para
correr la columna. El coeficiente de particidn en
25 hidroxiapatita es una funcidén compleja del pH, sal (tipo y
concentracién), fosfato, y componentes de amortiguador. Todas

estas variables en general tienen un impacto en el désempefio

de la etapa de columna. La aproximacién presentada aqui
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suministra unos medios simples de relacionar el impacto de
campiar una cualquiera de estas variables sobre el desempefio
de columna. La aproximacién del “coeficiente de particién”
unificado presentada en este ejemplo abre la posibilidad de

5 operar en un espacio operativo mas amplio en este modo de
cromatografia que lo que se ha hecho antes. Las condiciones
de particién débil para el desempefio éptimo se pueden
identificar féacilmente utilizando los métodos HTS descritos
anteriormente.

10

Series 6 - Hidroxiapatita que utiliza Hidroxiapatita de

ceramica Tipo I y Mab-AS5T

Experimento 6.1 - Seleccidén de rendimiento total alto para

15 establecer las condiciones WP y FT

[0185] Una seleccidédn de rendimiento total alto (HTS) se
desarrolld para identificar las condiciones de particidn
débil y de flujo continuo para Mab-AS5T con medio de
20 hidroxiapatita cerdmica. Esta seleccidén varidé del pH, las
concentraciones del cloruro de sodio y del fosfato de sodio
para determinar su efecto sobre la proporcién del ligado de

MAB-AST al medio de hidroxiapatita.

25 [0186] 50pL. de medio de hidroxiapatita ceramica se
agregaron a 36 pozos de una placa de filtro de 96 pozos. Cada

pozo se equilibrdé en soluciones hechas de las concentraciones

de cloruro de sodio y fosfato de sodio apropiadas en 50 mm de
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amortiguador HEPES que contiene 50 mm de arginina a un pH 7.0
o pH 8.0. Las concentraciones de las dos sales en la solucidn
se muestran en las Tablas 6.1.1 vy 6.1.2. Las condiciones

mostradas en las columnas 1-3 se desarrollaron a un pH 7.0, vy
5 las columnas 4-6 se desarrollaron a un pH 8.0. La exposicién

a la carga de MAB-AS5T en cada uno de estos pozos fue de 5.0

mg/mL de resina.

Tabla 6.1.1: Niveles de cloruro de sodio en cada pozo (en mM)

10
1 | 2 | 3 4 | 5 | 6
pH 7.0 pH 8.0
A 50 400 400 50 400 400
B 50 50 400 50 50 400
C 50 50 50 50
D 100 50 100 50
E 100 100 100 100
F 100 100 100 100
G 400 100 400 100
H 400 400 400 400
Tabla 6.1.2: Niveles de fosfato de sodio en cada pozo (en mM)
1 | 2 3 4 | 5 | 6
pH 7.0 pH 8.0
A 2 32 8 2 32 8
B 8 2 32 8 2 32
C 32 8 32 8
D 2 32 2 32
E 8 2 8 2
F 32 8 32 8
G 2 32 2 32
H 8 2 8 2
15 [0187] En' la primera etapa del experimento HTS, cada pozo

se equilibrdé en las condiciones de cloruro de sodio, fosfato

de sodio y pH como se describidé en la Tabla 6.1.1 y 6.1.2 en
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la proporcién de volumen de fase de 6:1 (solucién 300ulL:
resina 50ul). La placa se agité durante 20 minutos,
permitiendo que se alcanzara el equilibrio. La solucién se
removidé entonces al centrifugar la placa del filtro. Este

ciclo de equilibrio se repitid tres veces.

[0188] En la segunda etapa, la resina en cada pozo se
€Xpuso con una solucién de MAb-A5T concentrada a la
exposicién de carga de proteina apropiada con una proporcidn
de volumen de 6:1 (solucién 300uL: resina 50ul) al pH v 1la
concentracién de cloruro de sodio y fosfato apropiados. Una
solucién de 6.9 mg/mL de Mab-AS5T en 1 mm de HEPES, 100 mm de
NaCl, pH 7.0 se utilizé como solucién madre. La placa cargada
se agitd durante 20 minutos, permitiéndole a la resina y a la
solucién equilibrarse. El sobrenadante se removidé de la placa
de filtro mediante centrifugacién y se recolectd en una placa
de recoleccién. La concentracién de proteina en el
sobrenadante en cada pozo se determiné mediante absorbancia a

A280nm.

[0189] En la tercera etapa, la resina se lavé al agregar
soluciones de las condiciones de cloruro de sodio, fosfato de
sodio y pH especificadas, listadas en las Tablas 6;1.1 y
6.1.2. El sobrenadante se removid después de agitar durante

20 minutos.

[0190] En la cuarta etapa, un amortiguador que comprende

100 mm de fosfato de sodio, 1M de NaCl PH 7.2 se agregd para
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remover la proteina restante que se 1ligd a la resina. Los
coeficientes de particién se calcularon para cada pozo
utilizando el eluido de masa proveniente de la etapa 4 y la
concentracién de producto proveniente de 1la etapa 2, y se

muestran en la Tabla 6.1.3.

Tabla 6.1.3: Coeficientes de particién (Kp) para la seleccién

HTS para MAB-AST

1 | 2 T 3 4 | 5 ] 6
pH 7.0 PH 8.0
A 1142.7] 0.1 | 1.6 [50.2] 0.0 ] 0.3
B 90.6 |144.3| 0.1 | 9.9 [44.7] 0.0
C 12.1 | 84.5 1.0 [13.7
D 90.5 | 10.4 22.2] 1.1
E 27.5 | 94.1 4.3 [21.9
F 2.5 | 28.0 0.3 | 4.3
G 15.1 | 2.1 2.2 [ 0.4
H 1.2 | 15.1 0.4 [ 2.0

[0191] Como se muestra en la Tabla 6.1.3, el wvalor Kp se
puede utiiizar para identificar las regiones donde el MAB-AST
se une al medio de hidroxiapatita con diferentes
concentraciones. La concentracién del MAB-AST que se une al
medio de hidroxiapatita cerdmica se puede manipular al variar
las condiciones de NaCl, fosfato Y PH en unas zonas de flujo

continuo, particién débil, y ligado.

Experimento 6.2 - Series de columna bajo condiciones WP

[0192] Los experimentos se desarrollaron para resaltar el

desempefio superior de la etapa cHA bajo condiciones de
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particidén débil. Los experimentos se desarrollaron por lo
tanto bajo condiciones que corresponden al rango de los
coeficientes de particién identificados mediante la seleccién
HTS (Experimento 6.1). Se condujeron ocho series, con

exposiciones de carga de producto de 110 mg/ml de resina.

Cromatografia de Proteina A Mabselect

[0193] El cultivo gue contiene el anticuerpo monoclonal se
purificé wutilizando una columna MabSelect. La columna de
Proteina A Mabselect se equilibré con 5 volumenes de columna
de 50 mm de Tris/150 mm de NaCl, pH 7.5 a una tasa de flujo
de 300 cm/hr. La columna se cargd entonces a una exposicién
de carga de aproximadamente 40 mg de producto/ml de resina.
Esta se siguié por un lavado de 5CV en 1M de arginina, 50 mm
de Tris, pH 7.5 y un lavado 5CV que contiene 10 mm de Tris,
75 mm de NaCl, pH 7.5 de lavado. La columna se eluyé entonces
utilizando 100 mm de arginina, 50 mm de NaCl, pH 3.0. El
grupo de producto se neutralizé a un pPH 7.2 utilizando 2M de

HEPES pH 8.0.

Cromatografia de Hidroxiapatita Ceramica

[0194] Los grupos de anticuerpo parcialmente purificados
provenientes de la etapa de la Proteina A se purificaron

adicionalmente sobre hidroxiapatita. El didmetro de 1la

columna fue de 0.5 cm y la altura de la columna fue de 10 cm.
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Para todas 1las etapas de cromatografia

descritas en las series del Experimento 6,
condiciones (las

siguientes excepciones

descripciones del experimento individual).
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de

nein

J

hidroxiapatita

se utilizaron las

sSe

Tasa de flujo Operacional - 150 - 240 cm/hr

Equilibrio 1 300 mm de fosfato

de

sodio,

anotan

en

las

1.0M de

NaCl, pH 6.8 (3 volUumenes de columna)

Equilibrio 2 2 - 32 mm de fosfato de sodio, 50 - 400
mm de NaCl, 5 mm de Imidazol, 50 mm de
glicina, 10 mm de. HEPES, pH 7.0 (5
volumenes de columna)
Lavado El mismo que el equilibrio 2.
[0195] La columna se equilibré con 5 volumenes de columna

equilibrio 2.

del amortiguador de equilibrio 1 seguido por otra etapa de
La columna se cargd luego a 110 mg de
producto/ml de resina con el pico de la Proteina A de 1la

etapa previa (ajustado al amortiguador de equilibrio 2
apropiado), y el producto se recuperd en el efluente de
columna durante el ciclo de carga y algunos voluUmenes de

columna de la fraccién de lavado.

experiment

Tabla 6.2.

Los resultados de estos
©S Se presentan en la Tabla 6.2.1 y la Figura 12.

L3

1l: Coeficientes de particién Para MAB-AS5T sobre 1la

resina cHA y la correspondiente ventana de operacién

Coeficiente | Ligado de Modo de Phos | NaCl | pH
de Producto | Operacién | mM mM
Particién mg/ml
Kp
Serie 0.1 0 Flujo 32 400 [ 7.0
1 continuo
Serie 0.7 1.6 Particién 32 170 | 7.0
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2 débil
Serie 1.4 2.2 Particidn 32 120 | 7.0
3 débil
Serie 2.1 1.6 Particién 2 400 | 7.0
4 débil
Serie 13.7 7.0 Particidn 8 50 8.0
5 débil
Serie 22 6.7 Particidn 2 100 | 8.0
6 débil
Serie 54 12.8 Ligado 2 60 8.0
7 fuerte
Serie >100 16 Ligado 2 50 7.0
8 fuerte
[0196] Las condiciones de operacién en estos experimentos

corresponden al flujo continuo, la regidén de particién débil
(WP) y las regiones de ligado. El experimento HTS descrito en
el Experimento 6.1 suministra estimados para el valor del
coeficiente de particién (Kp) bajo estas condiciones de PH,
concentraciones de cloruro y fosfato. Las series en la Tabla
6.2.1 estéan calificadas por los coeficientes de particién. E1l
producto ligado se determind al medir la proteina en la tira
de columna wutilizando absorbancia UV, Este método de
determinar el producto ligado tipicamente subestima la
cantidad de producto unido durante la carga debido a 1la
desorcién gradual del producto durante el lavado. E1 HCP y 1la
remocién de HMW relacionada con el producto, asi como también
los resultados de recuperacién del producto se presentan en

la Figura 12.

[0197] Es claro de los datos presentados en la Figura 12
que el desempafio de la etapa cHA mejora significativamente

con respecto a la reduccién HCP y HMW en la medida en que

movemos de las condiciones de flujo continuo a las
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condiciones de particién débil, mientras que la recuperacién
del producto se mantiene a > 80%. Operando bajo condiciones
que corresponden a un incremento adicional en el coeficiente
de particidén (es decir, 1la operacién en la regién de unién)
no se suministra un beneficio adicional con respecto a la
remocién del contaminante. Sin embargo, la recuperacién del
producto a través de 1la etapa comienza a caer bajo las
condiciones de ligado fuerte. Asi, la ventana de operacién
Optima para esta separacidén corresponde a aquella de 1la
cromatografia de particién débil. Bajo estas condiciones, una
reduccién de cuatro veces de las especies HMW relacionadas
con el producto y una reduccién > 1.4 log de HCP se obtuvo a
una exposicidén de carga de 110 mg del producto/ml de resina.
Los niveles del producto ligado bajo condiciones de particidn
débil, en este ejemplo, estuvieron entre 1.6-6.7 mg/ml de la

resina.

[0198] Se presenta un segundo ejemplo en hidroxiapatita
donde operando bajo Ccromatografia de particién débil se
mostrdé para suministrar desempario mejorado con respecto a la
reduccién de HCP y HMW y la recuperacién de producto (> 80%).
Como en los ejemplos previos, el desempefio de la etapa se
optimizé principalmente a través de 1la eleccién de 1los
coeficientes de particién utilizados para correr la columna.
La aproximacidén presentada aqui suministra unos medios
simples de relacionar el impacto de cambiar una cualquiera de

las varias variables (pH, sal, fosfato, imidazol, glicina,

HEPES, etc.,) al desemperio de la columna. Las condiciones de
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particidén débil para el desempaiio éptimo se pueden facilmente
identificar utilizando los métodos HTS descritos en este
ejemplo. La aproximacidén presentada aqgi abre la posibilidad
de operar en un espacio operativo mads amplio en este modo de
cromatografia de lo que se habia hecho antes. La regidén WP
éptima en este ejemplo corresponde a los coeficientes de

particién entre 2 y 20.

Serie 7 - Hidroxiapatita wutilizando Hidroxiapatita de

Ceramica Tipo I y Mab-MYO

Experimento 7.1 - Seleccidén de rendimiento total alto para

establecer FT, WP y las condiciones de ligado fuerte

[0199] Una seleccién de rendimiento total alto (HTS) se
desarrolld para identificar las condiciones de flujo
continuo, particién débil y de ligado para Mab-MYO con medio
de hidroxiapatita de cerdmica. Esta seleccién varid la
concentracién de pH, arginina/glicina, HEPES, fosfato de
sodio y cloruro de sodio para detérminar su efecto sobre la

proporcién de ligado de MAB-MYO al medio de hidroxiapatita.

[0200] Los procedimientos HTS utilizados en este ejemplo
fueron similares a aquellos descritos en las Series 5 y las
Series 6 y no se discuten aqui. Los valores Kp predichos
derivados de un ajuste de superficie de respuesta a los datos
HTS fueron utilizados para escoger las condiciones

especificas para los experimentos de columna.
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Experimento 7.2 - Series de columna bajo condiciones WP

[0201] Los experimentos discutidos aqui se desarrollan bajo
condiciones que corresponden al rango de coeficientes de
particién identificados mediante los exXperimentos HTS. Estos
experimentos se desarrollaron especificamente para resaltar
el desempafnio superior de 1la etapa cHA bajo condiciones de
particién débil para la remocién del HCP y las especies HMW
relacionadas con el producto. Cuatro series se condujeron con
una exposicién de carga de producto de 55 mg/ml de resina. La
exposicién de carga utilizada en estos experimentos es baja
para cromatografia de particién débil, pero es tipica para
operacién de flujo continuo. No se ha hecho ninguin intento en
estos experimentos para optimizar la exposicién de carga para

la cromatografia de particién débil.

[0202] Los grupos de Anticuerpo parcialmente purificados
provenientes de la etapa de Proteina A se utilizaron en estos
experimentos. El didmetro de la columna fue de 0.5 cm y 1la

altura de la columna fue 10 cmn.

[0203] Para todas las etapas de cromatografia de
hidroxiapatita descritas en las series del Experimento 7,
fueron utilizadas las siguientes condiciones (éxcepciones se

anotan en las descripciones del experimento individual).

Indice de flujo operacional - 150 -240 cm/hr
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Equilibrio 1 300 mm de fosfato de sodio, 1.0 M NacCl,
PH 6.8 (2-5) volumen de columna)
Equilibrio 2 1-8 mm de fosfato de sodio, 50 -1750 mm

NaCl, 12 - 50 mm de Arg, 20-50 mm HEPES

pH 7.0 (5 volumenes de columna)
Lavado El mismo que el Equilibrio 2

[0204] La columna se equilibro con 2-5 volUmenes de
columna de amortiguador equilibrado 1 sequido por 5 volumenes
de columna de equilibrio 2. La columna fue luego cargada a 55
mg de producto/ml de resina con un pico de proteina A
(ajustado al amortiguador 2 de equilibrio apropiado), y el
producto se recuperd en el efluente de columna durante el
ciclo de carga y algunos volUmenes de columna de la fraccién
de lavado. Los resultados de este experimento se presentan en

la Tabla 7.2.1 de la Figura 13.

Tabla 7.2.1: Coeficientes de particién para MAB-MYO y la

resina cHA y el correspondiente modo operativo.

Coeficiente | Modo de | Arg | Hepes | Phos |NaCl | Ligado
de ' operacidén | mM mM mM mM de
particién producto
Kp mg/ml

Serie | 3.6 Particién | 50 20 8 300 5.1

1 débil

Serie | 4.2 Particién | 50 20 2 600 8.2

2 débil

Serie | 8.9* Particién | 12 20 1 1750 1 9.5

3 débil

Serie | >100 Ligado 50 50 5 50 41.6
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4| fuerte [ | | | | ]

*La condicién Kp déptima, Ver Figura 13

[0205] Las condiciones de operacidén en estos experimentos
corresponden -al flujo continuo, particién débil (WP) y las
regiones de ligado. EIl experimento HTS descrito en el
experimento 7.1 suministra los estimados para el valbr del
coeficiente de particién (Kp) bajo estas condicibnes de pH,
cloruro, fosfato, glicina/arginina y concentracién HEPES. Las
series en la Tabla 7.2.1. Estéan calificadas por los
coeficientes de particién. E1 producto ligado se determiné al
medir la 'proteina en  la tira de columna wutilizando
absorbancia UV. Este método de determinar el  producto ligado
tipicamente subestima la cantidad de producto ligado durante
la carga  debido a la desorcién gradual del producto durante
el lavado. La remocidén del peso molecular alto relacionado
con el producto (HMW) vy la recuperacién del producto
resultados de estos experimentos también se presentan en la

Figura 13.

Es evidente de los datos presentados en La Figura 13 que el
desempefio de la etapa cHA mejora significativamente con °
respecto a la reduccién HMW en la medida en gue nos movemos
de desde las condiciones de flujo continuo a las condiciones
de particién débil, ventas de productos mientras que 1la
recuperacién del producto es > 80%. Operando bajo condiciones

que corresponden a un incremente adicional en el coeficiente

de particién (es decir operando en la regidén de ligado) no se
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suministra un beneficio adicional con especto a la remocién

contaminante.

Sin embargo, la recuperacién del producto a través de la
etapa inicia cayendo bajo las condiciones de ligado fuerte.
Asi, la ventana de operacién oOptima para esta separacidn
corresponde a aquella de la cromatografia de particién débil.
Bajo estas condiciones, se obtuvo una reduccidn de 20 veces
de las especies HMW relacionadas con el producto. Los niveles
de producto ligado bajo las condiciones de particidén del, de

este ejemplo estuvieron entre 5.1 -9.5 mg/ml de resina

Resumen

[0206] Un segundo ejemplo se presentd en hidroxiapatita
donde operando bajo cromatografia de particién débil se
mostré suministrar desempefio mejorado con respecto a la
reduccién HMW con buena recuperacién de producto (> 80%). Las
especies HMW relacionadas con el producto las especies HMW se
unen mas estrechamente la resina ceramica que el anticuerpo
de producto, y es retenido mas fuertemente bajo condiciones
de WP. La regién WP en este ejemplo corresponde a los

coeficientes de particién entre 8 y 20.

[0207] Se mostrdé una vez de nuevo que el desemperfio en la
etapa de columna se puede optimizar principalmente a través

de la eleccién de los coeficientes de particién utilizados

para correr la columna. La aproximacién presentada aqui
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suministra unos medios simples de relacionar el impacto de
cambiar una cualquiera de las varias variables (pH, sal,
fosfato, arginina, HEPES etc.) al desempefio de la columna.
Las condiciones de particién débil para el desempefio éptimo
se pueden identificar facilmente utilizando los métodos HEPES
descritos en este ejemplo. La aproximacién presentada aqui
abre la posibilidad de operar en un espacio operativo més
amplio en este modo de cromatografia de lo que se ha hecho

antes.

[0208] También es provechoso notar aqui que el concepto de
cromatografia de particién débil también trabaja en sistemas
que no son manejados mediante las interacciones de carga
sola. La aproximacién general descrita en esta solicitud
puede ser exitosamente aplicada a sistemas complejos tales
como HIC e hidroxipatita, Por ejemplo, ademas del pH
operativo, otras varias variables tales como NaCl, sales de
fosfato, aréinina/glicina, especies de amortiguador, asi como
también el tipo de resina todas pueden impactar en el
desempefio de la etapa de la hidroxiapatita. Sin embargo, uno
pudria identificar facilmente la ventana WP al desarrollar
experimentos de ligado de tabla 5 con el producto de interés

O no.

Series 8-amortiguador Zwiteridnico para elucidn de Proteina A

y las subsecuentes etapas de intercambio de ion.
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[0209] Un cultivo que contiene un anticuerpo monoclonal se
purificé wutilizando una resina MabSelect. La columna de
proteina A Mabselect se equilibré con 5 volumenes de columna
de 50 mm de Tris/150 mm NaCl, pH 7.5. La columna fue luego
cargada a una carga de aproximadamente 40 mg de producto/ml
de resina. Esta sigquié por 5 CV de lavado en 1M de NaCl, 50
mm de Tris, pH 7.5 y 5 CV de lavado que contiene 10 mm de
Tris, 75 mm NaCl, Yy PH 7.5 de lavado. La columna luego se
diluyé utilizando 30 mm de HEPES, pH 3.1. El grupo den
producto se neutralizé a PH 7.2 utilizando 1M de HEPES PH
8.0, dando como resultado una concentracidn de HEPES total de
55 mm. At pH 7.2, el HEPES contribuye con 17 mm de

concentracidén idnica al amortiguador.

[0210] Todas 1las referencias citadas aqui se incorporan
aqui como referencia en su totalidad para todos 1los
propdésitos en la misma proporcién como si cada publicacién
individual o patente o solicitud de patente se indicara
especifica e individualmente para ser incorporada como
referencia en su totalidad para todos los propésitos. En la
proporcién en que las publicaciones Y patentes o solicitudes
de patente incorporadas como referencia contradigan 1la
descripcién contenida en la especificacién, la especificacién
pretende prevalecer y/o tomar precedencia sobre cualquier

material contradictorio.

[0211] Todos 1los nUmeros que expresen cantidades de

ingredientes, condiciones de reaccién, y asi sucesivamente
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utilizados en las especificaciones y reivindicaciones se
deben entender por ser modificados en todos los casos por el
término aproximado“. De acuerdo con esto, a menos que se
indique 1lo contrario, los pardmetros numéricos establecidos
en la especificacién Yy las reivindicaciones anexas son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las
propiedades deseadas buscadas para ser obtenidas con 1la
presente invencién. Por 1lo menos, y no como un intento de
limitar la aplicacién de 1la doctrina de equivalentes al
alcance de las reivindicaciones, cada parédmetro numérico se
debe considerar a la luz del ndmero de digitos significativos

Yy aproximaciones redondeadas ordinarias.

[0212] Muchas modificaciones Yy variaciones de la invencién
Se pueden hacer sin apartarse de su espiritu y alcance, como
serd evidente para aquellos expertos en la técnica. Las
modalidades descritas aqui se ofrecen por via de ejemplo
solamente y no pretenden limitar dé ninguna manera. Se
pretende que la especificacién Yy ejemplos son considerados

como solamente ejemplos, con un alcance Yy espiritu real de la

invencién siendo indicado en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para recuperar un producto de un fluide de
carga que incluye una o més impurezas, gue comprende las

5 etapas de:
pasar el fluido de carga a través de un medio en

condiciones de operacidén gue originan gque el medio se

una al menos 1 mg de producto por mlL de medio; y
recuperar el producto purificado en el efluente de la
10 columna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

esenclialmente 1socratico.

Z. Un método para recuperar un producto de un fluido de
carga que incluye una o mas impurezas, que comprende las
15 etapas de:
pasar el fluido de carga a través de un medio en
condiciones de operacidén definidas por un coeficiente de
particidén de al menos 0.1; y
recuperar el producto purificado en el efluente de la
20 columna durante el cicle de carga y cualguier lavado
esencialmente isocratico.
3. Un método para recuperar un producto de un fluido de

carga que incluye una © mas impﬁrezas, que comprende las
25 etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en

condiciones de operacién que originan que el medio se

una de al menos 1 a aproximadamente 70 mg de productoe
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por mlL de medio y definido por un coeficliente de
particidén de 0.3 a 20; vy
recuperar el producto purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga vy cualguier lavado

esencialmente isocratico.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

en donde las condiciones de operacidn se identifican en

una etapa de seleccidn.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

o

en donde las condiciones de operacidn comprenden fuerzas

iénicas y niveles de pH.

63}

método de la reivindicacidn ; en donde las
condiciones de operacidén comprenden adicionalmente

concentraciones de sal.

O

1 método de la reivindicacién 5, en donde las

condicicnes de operacidén comprenden adicionalmente

concentraciones de excipiente.

E1 método de la reivindicacidédn 7, en donde las
condiciones de operacidén comprenden adicionalmente
concentraciones de fosfato, concentraciones de calcio,
concentraciones de arginina, concentraciones de glicina,

y concentraciones HEPES.



10

15

20

25

WO 2006/099308 112 PCT/US2006/008919

10.

11.

12.

13.

14.

l6.
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El método de una cualguiera de las reivindicaciones 1-3,
en donde las condiciones de operacidn comprenden niveles

de pH vy niveles de contraligando.

£l método de la reivindicacidn 9, en donde las
condiciones de operacidén comprenden adicionalmente

concentraciones de imidazol.

ElL método de la reivindicacidn 4, en donde la etapa de

seleccidn utiliza estudios de unidn de tanda.

El método de la reivindicacidédn 4, en donde la etapa de

unidén de columna.

-
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H
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método de la reivindicacidén 12, en donde los estudios
de unién de columna son  estudios de elucidn de

gradiente.

£1 método de la reivindicacidn 12, en donde los estudios

163}
[0
0]
0]
}M a
joN
¢!
I/I
'(;:\
i.J
W
O
(@]
H
Qi
o
}_J
Q
O
N

estudio

Q.
o
o
o3
}_..l
O
>
o
®
Q
o}
b
=3
!
o
0
2
pored
[0]
w

E1l método de la reivindicacidén 1, en donde las
condiciones de operacidn originan que el medio se una a
al menos 5 mg de producto por mL de medio.

las

El método de a reivindicacidén 1, en donde
condiciones de operacién originan que el medio se una a

al menos 10 mg de producto por mL de medio



WO 2006/099308 113 PCT/US2006/008919

10 19.

15

20

R
N>

25

0997
+

El método de la reivindicacidn 1, en donde las
condiciones de operacidén originan gue el medic se una a

al menos 20 mg de producto por mlL de medio.

El método de la reivindicacidén 1, en donde las
condiciones de operacidn originan que el medio se una a
al menos 30 mg de producto por mlL de medio.

El método de 1la reivindicacidn 1, en donde las
condicicnes de operacidn originan que el medio se una a

al menos 40 mg de producto por mL de medio.

E1 método de la reivindicacidédn 1, en donde las
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‘‘‘‘‘ operacidn ori gue el medic se una a

al menos 50 mg de producto por mlL de medio.

W2

E1l método de la reivindicacidén 1, en donde las
condicicnes de operacidén originan gue el medio se una a

de producto por mL de medio.
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El método de la reivindicacidén 2, en donde el valor del

coeficiente de particidén estéd en el rango de

aproximadamente 0.2 a aproximadamente 20.0.

El método de la reivindicacidén 2, en donde el valor del
coeficiente de particidn esté en el rango  de

aproximadamente 0.2 a aproximadamente 10.0.
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Bl método de la reivindicacidén 2, en donde el valor del
coeficiente de particidn esta en el rango de

aproximadamente 1.0 a aproximadamente 5.0.

El método de la reivindicacidn 2, en donde el valor del
coeficiente de particidn esta en el rango de

aproximadamente 0.5 a aproximadamente 5.0.
El método de la reivindicacidén 2, en donde el valor del
ceceficiente de particién  esta en el rango de

aproximadamente 0.5 a aproximadamente 1.5.

El método de una cualguiera de las reivindicaciones 1-3,

en donde el producto s una prote seleccionada del
grupo que consiste de proteinas de fusidn, proteinas que

ceontienen Fc, inmuncconijugadas, citocinas,

interleucinas, hormonas, y enzimas terapéuticas.

El método de la reivindicacidén 23, en donde la proteina

™

que contiene Fc es un anticuerpo.

IS

£l método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

®

en donde el medio es un medio de intercambio de 1ién

cargado.
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El método de la reivindicacidn 29, en donde el medic de
intercambio de ién cargado es una resina de intercambio

de anién.

El método de la reivindicacidn 29, en donde el medioc de
intercambio de ién cargado es una resina de intercambio
de catidn.

1 método de una cuaiquiera de las reivindicaciones 1-3,

|

en donde el medio es una resina de cromatografia de
interaccién hidréfoba.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

en donde el medio es una resina hidroxiapatita.

ot

El métodc de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
en donde el medic es una resina de Cromatografia de |

afinidad de metal inmovilizada.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
en donde una o mas impurezas se seleccionan del grupo
que consiste de proteinas de célula anfitriona, acidos

nucleicos, variantes de productos, endotoxinas, \

Proteina A.

El método de 1 reivindicacién 35, en donde las

o))

impurezas comprenden adicionalmente virus.
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El método de la reivindicacidén 35, en donde las
impurezas comprenden proteinas de célula anfitriona con

una concentracién en el producto purificado de nc mas de

nte 100 ng de proteinas de célula anfitriona

E1l método de la reivindicacidén 35, en donde 1

o8]
oy

impurezas comprenden proteinas de célula anfitriona con
una concentracidén en el producto purificado de no mas de
aproximadamente 250 ng de proteinas de célula anfitriona

por mg de producto.

Tl método de la reivindicacidn 35, en donde las

D

(03
o

lula anfitriona con

impurezas comprenden proteinas

~
f

(

£

una concentracidén en el producto purificado de no més de
aproximadamente 500 ng de proteinas de célula anfitriona
por mg de producto.

El método de la reivindicacidn 35, en donde las

impurezas comprenden Proteina A con una concentracidn en

el producto purificado de no més de aproximadamente 100

ng Proteina A por mg de producto.

£l método de la reivindicacidén 35, en donde las
impurezas comprenden Proteina A con una concentracién en

el producto purificado de no més de aproximadamente 50

roteina A por mg de producto.

L‘(]
-
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El método de 1la reivindicacién 35, en donde las
impurezas comprenden Proteina A con una concentracién en

el producto purificadoe de no mas de aproximadamente 10

ng Proteina A por mg de producto.
El método de 1la reivindicacién 35, en donde las

impurezas comprenden acidos nucleicos con una
concentracidén en el producto purificado de no mas de
aproximadamente 1 ng acidos nucleicos por mg de

prd

producto.

El método de 1la reivindicacién 35, en donde 1la
concentracidn de variantes de productos en el producto
purificado es no mas de aproximadamente 0.5%.

El método de la reivindicacidn 35, en donde la
concentracidén de variantes de productos en el producto

purificado es nc més de aproximadamente 2%.

El método de la reivindicacién 35, en donde 1la

concentracidén de variantes de productos en el producto

purificado es no mas de aproximadamente 5%.

método de la reivindicacidén 35, en donde 1la

i
s

oncentracidén de variantes de productos en el producto

o~
A

purificado es no mds de aproximadamente 10%.
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metodo de la reivindicacién 36, en donde el valor log

de remocidn del virus es mayor de 1.0,

El método de la reivindicacién 36, en donde el valor log
de remocidén del virus es mayor de 2.0,
El método de ls reivindicacidén 36, en donde el valor log
de remocidn del virus es mayor de 3.0.
El método de la reivindicacién 35, en donde el wvalor log

de remocidén de las proteinas de célula anfitriona es al

menos 1.0.

=1

}.....1

método de la reivindicacién 35, en donde el valor lcg

de remocidén de las proteinas de célula anfitriona es al

b}
"4

menos 2.0.
El método de la reivindicacién 35, en donde el valor log
de remocién de las proteinas de célula anfitriona es al
menos 3.0.

El método de la reivindicacidn 35, en donde el valor log

de remocidn de la Proteina A es al menocs 1.0.
El método de la reivindicacién 35, en donde el valor log

2.0.

de remocidn de la Proteina A es al menos
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El método de 1la reivindicacidn 35, en donde el valor log
de remocidén de la Proteina A es al menos 3.0.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
en donde un fluido que contiene producto se eluye de una
columna de Proteina A utilizando un amortiguador de
elucidén de baja fuerza idnica; el pH y la conductividad
del fluido que contiene producto se ajusta utilizando un
amortiguador de neutralizacidén que resulta en no més de
20 mm de la fuerza idnica del fluido que contiene
producto, resultando en el fluido de carga; vy en donde
tal fluido de carga se pasa a través de un medio de

intercambio de ién.

El método de 1a reivindicacién 57, en donde el fluido de
carga se pasa a través de un medio de intercambio de

anién sin la necesidad de diafiltracién.

El método de 1a reivindicacién 57, en donde el PH v la
conductividad del fluido que contiene producto se ajusta
utilizando un amortiguador de neutralizacion que resulta
en no més de 40 mm de la fuerza idnica del fluido que

contiene producto.

El método de la reivindicacién 57, en donde el pH y la

conductividad del fluido que contiene producto se ajusta

utilizande un amortiguador de neutralizacioén que resulta
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en no maés de 60 mm de la fuerza idnica del fluido que

contiene producto.

™

El método de la reivindicacidn 5

7, en donde el pH vy la
conductividad del fluido que contiene producto se ajusta
utilizando un amcrtiguador de neutralizacidn gque resulta
en no més de 80 mm de la fuerza idnica del fluido que
contiene producto.

El método de la reivindicacidén 57, en donde el
amortiguador de elucidn comprende moléculas con un grupo

aniénico cargado con un pKa de 2-5.

El método de la reivindicacidén 62, en donde el
amortiguador de elucidn comprende adicionalmente

moléculas con un grupo catidénico cargado con un pKa de

EL métod de la reivindicacidn 57, en donde el
amortiguador de elucidn comprende moléculas gue son

zwiteriones a pHs entre 4 y 9.

El método de la reivindicacidén 64, en donde los
zwiteriones se seleccionan del grupo gque consiste de
glicina; 1,4-piperazinabis- (acido etanosulfdénico);
glicilglicina; dcido ciclopentanotetra~1i,2,3,4
carboxilico; adcido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-

amincetanosulfdénico; acido Z—-{N-morfclino)propano-



10

15

20

25

WO 2006/099308 121 PCT/US2006/008919

66.

67.

63.

69.

70.
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sulfénico; &cido N-tris(hidr ox11met*_)met¢i~7 amincetano
acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-
etanosulfénico; acide 4-(2-hidroxietil) -
piperazinapropano sulfénico; N-

tris{(hidroximetil)metilgliicina; glicinamida; N,N-bis(2-

hidroxietil)glicina; acido N-tris{hidroximetil)metil-2-

aminopropano 1fénico; y N-glicil-glicina.
El método de la eivindicacidén 65, en donde los
zwiteriones comprenden glicina.

£l método de la reivindicacidn 57, cdonde la fuerza

O
=
o

iénica del fluido de carga es no mas de 100 mM.

£l método de la reivindicacién 57, en donde la fuerza
idnica del fluido de carga es no mas de 50 mM.
Bl método de la reivindicaciédn 57, en donde la fuerza

idnica del fluido de carga es no mas de 25 mM.

£l métodec de la reivindicacién 57, en donde la fuerza

de 10 mM.

=
(SN
[&)]

idénica del fluido de carga es no

en donde el medio remueve al menos 90% de las impurezas
seleccionadas del grupo que consiste de proteinas de
célula anfitriona, acidos nucleicos, variantes de

productos, endoctoxinas, y Proteina A.
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£l método de la reivindicacidén 71, en donde el medio

grupo que consiste de proteinas de célula anfitriona,

dcidos nucleicos, variantes de productos, endotoxinas, ¥

Proteina A.
donde el medio

El método de la reivindicacidén 72, en

remueve al menos 99.9% de las impurezas seleccionadas
del grupo que consiste de proteinas de célula

N

anfitriona, acidos nucleicos, variantes de productos,

endotoxinas, y Proteina A.
El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

en donde la masa de producto total que se une al medio
es al menos 10% de la masa de producto total cargada en
el medio.

El método de la reivindicacidédn 74, en donde la masa de
producto total que se une al medio es al menos 20% de la
masa de producto total cargada en el medio.

El método de la reivindicacidén 75, en donde la masa de
30% de 1la

producto total gque se une al medio es al menos

masa de producto total cargada en el medio.
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El método de una cualguiera de las reivindicaciones 1-3,
en donde la carga del producto en el medio es al menocs

10 mg de producto por mlL de medio.

£l método de la reivindicacién 77, en donde la carga del
preducto en el medio es al menos 50 mg de producto por

mlL de medio.

El método de la reivindicacidén 78, en donde la carga del
producto en el medico es al mencs 100 mg de producto por

mL de medio.

]
bod

El método de la reivindicacidn 79, en donde la carga d
producto en el medio es al menos 500 mg de productoc por

nl, de medio.

El método de la reivindicacidon 80, en donde la carga del

}.

producto en el medio es al menos 1000 mg de producto por

nml de medio.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
en donde la concentracidén de producto en el fluido de

carga es al menos 1 mg de producto por mL de fluido de

carga.

E1l método de la reivindicacidén 82, 2 donde la
concentracién de producto en el fluido de carga es al

menos 5 mg de productc por mL de fluido de carga.
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Bl método de la reivindicacidén 83, en donde 1la
concentracién de producto en el fluido de carga es al

menos 10 mg de producto por mL de fluido de carga.
El método de la reivindicacién 84, en donde la
concentracidén de producto en el fluido de carga es aid

mencs 50 mg de producto por mL de fluido de carga.

El método de 1la reivindicacidn 85, en donde la

n
)
|.,_

concentracidén de producto en el fluido de carga e

menos 100 mg de producto por mlL de fluido de carga.

El producto purificado preparadc pcr el método de la

reivindicacidbén 1.

El producto purificado preparado por el método de la

reivindicacidn 2.

El producto purificado preparado por el método de la
reivindicacidén 3.

Un método para recuperar una proteina purificada de un
fluido de carga que incluye una o mas impurezas, Jque
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en

condiciones de operacidn que originan que el medio se

una al menos 1 mg de proteina por mL de medio; y

i
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recuperar la proteina purificada en el efluente de la

O

columna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

esencilalmente isocratico.

Un método para recuperar una proteina purificada de un
fiuido de carga que incluye una o mas impurezas, dJue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en
condiciones de operacién definidas por un coeficiente de
particién de al menos 0.1 ; y

recuperar la proteina purificada en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualqguier lavado

. "1 o 3 o e
esenciralmente i1socratico.

Un método para recuperar una proteina purificada de un
fluido de carga gue incluye una © mas impurezas, Jue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en
condiciones de operacidén que originan que el medlio se
una a al menos 1 a aproximadamente 70 mg de proteina por
mlL de medio y definido por un coeficiente de particidn
de 0.3 a 20; vy

recuperar la proteina purificada en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

esencialmente isocratico.

La proteina purificada preparada por el método de la

reivindicacidn 90.
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94. La proteina purificada preparada por

reivindicacién 91.
95. La proteina purificada preparada por

reivindicacidén 92.

96. Un método para recuperar un anticuerpo

fiuido de carga gque incluye

comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través
condiciones de operacidn que originan

una o mas impurezas,

PCT/US2006/008919

el método de 1la

la

el método de

purificado de un

una al menos 1 mg de anticuerpo por mL de medio; y

recuperar el anticuerpo purificado en el

columna durante el ciclo de carga vy

esencialmente isocréatico.

97. Un método para recuperar un anticuerpo

que
de un medio en
que el medio se

efluente de la

cualguier lavado

purificado de un

fluido de carga que incluye una O mas impurezas, gue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en
condicicones de operacién definidas por un coeficiente de
particidn de al menos 0.1 7 y

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el cicle de carga y cualguier lavado

esencilalmente isocratico.
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Un método para recuperar un anticuerpo purificade de un
fluido de carga que incluye una o mas impurezas, que
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a traves de un medio en
condiciones de operacién que originan que el medio se
una a al menos 1 a aproximadamente 70 mg de anticuerpo
por mL de medio vy definido por un coeficiente de
particidén de 0.3 a 20; Y

ficado en el efluente de la

recuperar el anticuerpo puri
columna durante el ciclo de carga y cualguier lavado

esencialmente isocratico.

El anticuerpo purificado preparado por el método de la

reivindicacidén 96.

El anticuerpo purificado lo por el método de la
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reivindicacién 97,

El anticuerpo purificado preparado por el método de la

reivindicacidén 98.

Un método para reécuperar un producto de un fluido de
carga que incluye una o mas impurezas, que comprende las
etapas de:

pasar el fluldo 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
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las condiciones de operacidén se identifican en una etapa
de selecciédn; y

recuperar el producto purificado en el efluente de 1la
columna durante el ciclo de carga vy cualqguier lavado

esencialmente isocratico.

Un método para recuperar un producto de un fluido de
carga que incluye una o mas impurezas, que comprende las

etapas de:

o

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

particién de al menos 0.1; en donde las condiciones de

\

operacidén se identifican en una etapa de selecciédn; Yy
recuperar el producto purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga vy cualquier lavado

esencialmente isocratico.

Un método para tecuperar un producte de un fluido de
carga que incluye una o mas impurezas, gque comprende las
etapas de:

Pasar el fluido de carga a través de un medio en

condiciones de operacién que originan que el medio se

6]

una a al menos 1 a aproximadamente 76 mg de producto por
ml de medio y definido por un coeficiente de particién

de 0.3 a 20; en donde las condiciones de operacién se

identifican en una etapa de seleccién; vy
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recuperar el productc purificado en el efluente de la
columna durante el cicle de carga y cualquier lavado

esenclalmente isocratico.

Un método para recuperar una proteina purificada de un

de carga gque incluye una ¢ mads impurezas, gue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medioc en
condiciones de operacidén que originan que el medio se
una a al menos 1 mg de proteina por ml de medio; en
donde las condiciones de operacidén se identifican en una
etapa de seleccidn; vy

recuperar la proteina purificada en el efluente de la
cclumna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

esencialmente isocratico.

Un método para recuperar una proteina purificada de un
fiuido de carga gue incluye una o mas impurezas, dJue

comprende las etapas de:

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

particién de al menos 0.1; en donde las condiciones de

operacidn se identifican en una etapa de seleccidn; y

recuperar la proteina purificada en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualguier lavado

esencialmente isocratico.
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Un método para TecCuperar una proteina purificada de un
fluido de carga que incluye una o mas impurezas, que
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en
condicicnes de operacidn que originan que el medio se
una a al menos 1 a aproximadamente 70 ng de proteina por
nL de medio y definido por un coeficiente de particidn

de 0.3 a 20; en donde las condiciones de Operacidn se

identifican en una etapa de seleccién; 3%

Ie

fecuperar la proteina purificada en el efluente de 1la
columna durante el ciclo de carga y cualquier lavadoe

esencialmente isocratico.

Un método para Lecuperar un anticuerpo purificado de un
fluido de -arga que incluye una o més impurezas, que
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio en
condiciones de Operacidén qgue originan que el medio se
una al menos 1 ng de anticuerpo por mlL de medio; en
donde las condiciones de operacién se identifican en una
etapa de seleccién; y

Tecuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualqguier lavado

esencilialmente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un

fluido de carga que incluye una ¢ méas impurezas, que

comprende las etapas de:
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pasar el fluido de carga a través de un medio en
condiciones de operacién definidas por un coeficiente de
particién de al menos 0.1; en donde las condiciones de
operacidn se identifican en una etapa de seleccién; vy

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la

columna durante el cicle de carga y cualquier lavado

D

*sencialmente isocratico.

/]

Un método para reécuperar un anticuerpo purificado de un
fluido de carga que incluye una o mas impurezas, que
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medioc en
condiciones de overacién que originan que el medio se
una & al menos 1 a aproximadamente 70 mg de anticuerpo
por mL de medio y definido por un coeficiente de
particién de 0.3 a 20:; en donde las condiciones de
operaciodn se identifican en una etapa de selecciédn; \Y
recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de 1la
columna durante el ciclo de carga vy cualguier lavado

esenclalmente isocratico.

Un método para TeCuperar un anticuerpo purificado de un
fluido de carga que incluye una o mas impurezas, que

comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio de
intercambioc de ién cargado en condiciones de operacidn

que originan que el medio se una al menos 1 mg de




10

15

20

25

WO 2006/099308 132 PCT/US2006/008919

113.

Neane
@]

anticuerpo por mL de medio; en donde las condiciones de
operacidn comprenden fuerzas idnicas y niveles de pH; vy

columna durante el ciclo de carga y cualguier lavado

esencilaimente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un
fluido de carga gque incluye una o mas impurezas, que
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio de
intercambioc de 1ién cargado en condiciones de operacidn
definidas por un coeficiente de particidn de al menos
0.1; en donde las condiciones de operacidn comprenden
fuerzas iénicas y niveles de pH; vy

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el cicle de carga y cualguier lavado

esencialmente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un
fluide de carga que incluye una © mas impurezas, ue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de un medio de
intercambio de 1ién cargado en condicilones de operacidn
que originan gue el medio se una a al menos 1 a
aproximadamente 70 mg de anticuerpo por mL de medio y
definido por un coeficiente de particidn de 0.3 a 20; en
donde las condiciones de operaciodn comprenden fuerzas

ibénicas y niveles de pH; vy
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recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga vy cualquier lavado

esencilalmente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un
fiuido de carga gque incluye una ¢ mas impurezas, Jue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de una resina de
cromatografia de interaccidn hidrdfoba en condiciones de
operacién que origina gue la resina se una a al menos 1
mg de anticuerpo por mL de resina; en donde las
condiciocnes de operacidn comprenden concentraciones de
sal, fuerzas idnicas vy niveles de pH; ¥y

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la

columna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

esencialmente isocréatico.

Un método para recuperar un anticuerpc purificado de un
fluido de carga gue incluye una o mas impurezas, Jue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través, de una resina de
cromatografia de interaccién hidréfoba en condiciones de
operacién definidas por un coeficiente de particidn de
al menos 0.1; en donde las condiciones de operacién
comprenden concentraéion@s de sal, fuerzas idnicas y

nivele

[
[
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recuperar el anticuerpo purificadoc en el efluente de la

columna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un
fluido de carga gque incluye una o© més 1impurezas, dJue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de una resina de
cromatografia de interaccidén hidrédfoba en condiciones de
operacidén que originan que el medio se una a al menos 1

a aproximadamente

definido por un coeficiente de particidén de 0.3 a 20; en
donde las condiciones de operacidn comprenden

concentraciones de sal, fuerzas idnicas vy niveles de pH;
Y

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualquier lavade

esenclalmente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un
fluido de carga que incluye una o mas impurezas, dque
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de una resina de
cromatografia hidroxipatita en condiciones de operacidn
que origina que la resina se una a al menos 1 mg de
anticuerpo por mL de resina; en donde las condiciones de

operacidén comprenden niveles de pH, fuerzas idénicas,

~

concentraciones de fosfato, concentraciones de calcio,
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concentraciones de arginina, concentraciones de glicina,

HEPES; y
recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualguier lavado

esencialmente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpc purificado de un
fluide de carga que incluye una © mas impurezas, dque
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de una resina de
cromatografia hidroxipatita en condiciones de operacién
definidas por un coeficiente de particidén de al menos
0.1; en donde las condiciones de operacidn comprenden

H, fuerzas idnicas, concentracicnes de

w

niveles de p
fosfato, concentraciones de calcio, concentraciones de

arginina, concentraciones de glicina, y concentraciones

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualgquier lavado

esencialmente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificade de un
fluido de carga gue incluye una o© mas 1lmpurezas, Jque
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de una resina de
cromatografia hidroxipatita en condiciones de operacidn
que originan gque el medio se una a al menos 1 a

aproximadamente 70 mg de anticuerpo por mlL de medio y
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definido por un coeficiente de particidn de 0.3 a 20; en
donde las condiciones de operacidn comprenden niveles de
PH, fuerzas iénicas, concentraciones de fosfato,
concentraciones de calcio, concentraciones de arginina,
concentraciones de glicina, y concentraciones HEPES; y

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclc de carga y cualguier lavado

esenciaimente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un
“luido de carga gue incluye una ¢ mas impurezas, dJue
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de una resina de

cromatografia de afinidad de metal inmovilizada en

condiciones de operacidén que origina que la resina se
una a al menos 1 mg de anticuerpo por mL de resina; en

donde las condiciones de operacidn comprenden niveles de
pH v niveles de contraligando; vy

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el cicleo de carga v cualquier lavado

esencialmente isocrético.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un
fluido de carga que incluye una o© mas impurezas, que
comprende las etapas de:

pasar el fluido de carga a través de una resina de
cromatografia de afinidad de metal inmovilizada en

condiciones de operacién definidas por un coeficiente de
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particidén de al menos 0.1; en donde las condiciones de
operacidén comprenden niveles de pH y niveles de

contraligando; vy

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

esencialmente isocratico.

Un método para recuperar un anticuerpo purificado de un

de carga que incluye una © mé&s impurezas, dJue
comprende las etapas de:
pasar el fluido de carga a través de una resina de

cromatografia de afinidad de metal inmovilizada en

condiciones de operacidén que originan gue el medio se
una a al menos 1 a aproximadamente 70 mg de anticuerpo

por mnmL de medio y definido por un coeficiente de
particién de 0.3 a 20; en donde las condiciones de
operacidén comprenden niveles de pH vy niveles de
contraligando; y

recuperar el anticuerpo purificado en el efluente de la
columna durante el ciclo de carga y cualquier lavado

esenclalmente isocratico.
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UN METODO DE CROMATOGRAFIA DE PARTICION DEBIL

RESUMEN

Esta invencién se relaciona con métodos para usar
cromatografia de particién débil para la purificacién de un
producto desde un fluido de carga que contiene una o mas
impurezas. Adicionalmente la invencién se relaciona con
métodos de cromatografia de particién débil definidos
mediante las condiciones Ooperativas que causan que un medio
ligue por lo menos 1 mg de producto por ml de medio, o
alternativamente definido, por un coeficiente de particién de

por lo menos 0, 1.
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FIGURA 3
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