TRIANA, URIBE & MICHELSEN

MINISTERIO DE COMERCIO INDUSTRIA'Y TURISMO
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIRECCION DE SIGNOS DISTINTIVOS

E. S. D.

REFERENCIA : SOLICITUD DE REGISTRO DE LA PATENTE
PROCESO DE PURIFICACION DE PROTEINA
EXPEDIENTE No. SD2020/0009638 SOLICITADA
POR EXOTHERA S.A.

CcODIGO : 01-01-444

FERNANDO TRIANA SOTO, mayor y vecino de esta ciudad, identificado como
aparece al pie de mi firma, actuando como apoderado de la sociedad EXOTHERA S.A,,
me dirijo a su Despacho con el propdsito de responder el Oficio No. 10019 del 14 de agosto
del 2020, sefialando lo siguiente:

1. PODER
Anexo poder que me faculta para actuar en el asunto de la referencia a nombre de
EXOTHERA S.A.

2. CESION

Anexo al presente documento las cesiones de los inventores de la patente de la
referencia a la sociedad solicitante EXOTHERA S.A.:

Documento de cesion del inventor JOSE CASTILLO.

Traduccion del documento de cesion del inventor JOSE CASTILLO.
Documento de cesién del inventor SUSHOBHAN BANDYOPADHYAY.
Traduccién del documento de cesion del inventor SUSHOBHAN
BANDYOPADHYAY.

Documento de cesién del inventor VASILY MEDVEDEV.

. Traduccién del documento de cesion del inventor VASILY MEDVEDEV.

3. DIBUJOS

Se anexan traducciones de los dibujos:

Calle 93B No. 12-48 P. 4, Bogota D.C., 110221, Colombia
Tels.: (57-1) 601 9660 — 621 5810 Fax: (57-1) 611 4209 — 635 1914
E-mail: tum@tumnet.com Website: http://www.tumnet.com
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REIVINDICACIONES.

Se anexa documento completo de la memoria descriptiva de la patente de la
referencia en donde se incluyen las correcciones concernientes a la reivindicacion
No. 12:

12_El meétodo de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicho paso de

cromatografia multimodal es el unico paso de pulido.

ANEXOS.
Anexamos al presente documento:

. Poder.



Documento de cesion del inventor JOSE CASTILLO.

Traduccién del documento de cesion del inventor JOSE CASTILLO.
Documento de cesién del inventor SUSHOBHAN BANDYOPADHYAY.
Traduccion del documento de cesion del inventor SUSHOBHAN
BANDYOPADHYAY.

Documento de cesién del inventor VASILY MEDVEDEV.

. Traduccién del documento de cesion del inventor VASILY MEDVEDEV.

o Memoria descriptiva corregida de acuerdo con lo requerido en el oficio No.
10019 del 14 de agosto de 2020.

6. De conformidad con lo anterior, solicito muy respetuosamente tener en cuenta las
aclaraciones sefialadas en el numeral anterior, y por tanto, se contine con el tramite
de rigor ordenando la publicacion de la solicitud de la patente de la referencia.

De la Sefiora Directora,

e/nameWmﬂ/e.. S

FERNANDO TRIANA SOTO
C.C. No. 79.154.036 de Usaquén

T.P. No. 45.265 del C.S. de la J.

670208107/CJA
Colo 8633 0301 91208



REPRESENTATION AND POWER
OF ATTORNEY

I (we), the undersigned Hugues Bultot in
representation of Exothera SA domiciled in Rue
de la Maitrise 11, B-1400 Nivelles, Belgium in due
compliance with the terms of paragraph Ist. of
article 543 of the Commercial Code, do hereby
appoint FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45.265
c.c. No. 79.154.036; JUAN CARLOS URIBE,
tpa. No. 54.493 c.c. No. 79.159.313 and JUAN
PABLO TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No.
79.487.222; domiciled at Calle 93 B No. 12-48 P.
4, Bogot4, D.C., Colombia, the first as principal
and the others as alternates, in the order of their
appointment, as our representatives for all
industrial property matters with faculty to receive
notifications and to appoint attorneys in and out of
Court. The first alternate shall replace the principal
in case of his absence or of temporal or definitive
impediment. The same rule will apply when the
second or third alternate representative is to
replace the first or second one, or when the second
or third is to replace the principal one. In such
cases, the principal representative, shall state his
intention not to act as representatives through a
declaration given before a Notary Public in
Colombia, or before a Notary or another Public
Official or a Colombian Consul abroad; and in
cases of impediment, the appropriate certificate
shall suffice. If any of the appointees were to be
definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the
principal representative, or of the first or second or
third alternate in their turn ceases, the
representation can be ftaken again in their
sequence, by the principal, the first or second or
third alternate depending on case, and the mere
fact or its exercise will suffice. The exercise of the
representation by the first or second or third
alternates in their turn shall end at such time.

In addition, 1 (we) grant a Power of Attorney in
favor of the above named attorneys-at-law so that
they may obtain the protection of my (our)
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REPRESENTACION Y PODER

Yo (nosotros), abajo
suscrito(s)

en representacion de
domiciliado(s) en
por el presente nombro (nombramos) a

FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45.265 c.c. No.
79.154.036; JUAN CARLOS URIBE, tpa. No.
54.493 c.c. No. 79.159.313 y JUAN PABLO
TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No. 79.487.222;
domiciliados en la Calle 93 B No. 12-48 P. 4,
Bogota, D.C., Colombia, en obedecimiento a lo
dispuesto en el pardgrafo 1ro. del Articulo 543 del
Cadigo de Comercio, el primero como principal y
los demas como suplentes, en su orden, como mis
(nuestros) representantes en todos los asuntos de
propiedad industrial con facultad para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente
reemplazara al principal en caso de ausencia o
impedimento temporal o definitivo de aquel. La
misma regla se aplicard cuando el segundo y tercer
representantes suplentes hayan de reemplazar al
primero, al segundo o al principal. En tales casos,
el representante principal, o el primero, o segundo
suplente, o tercer suplente en su caso, o todos
ellos, declararan su intencion de no ejercer la
representacion mediante declaracion autenticada
por Notario Pablico en Colombia, o por Notario u
otro Funcionario Publico, o Cénsul de Colombia,
en el extranjero; y si tratare de impedimento, con
el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente
tomard su [ugar. Cuando cesare la ausencia o
impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo o tercer suplente, en su caso,
podran ejercer la representacion, en su orden, uno
u otros segin el caso, asumiéndola por el solo
hecho de ejercerla, cesando en ese momento el
ejercicio de la representacién por el primero o
segundo o tercer suplente en su caso.

/



property and against the unfair

intellectual
competition, for which purpose I (we) authorize
the said attorneys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction,

specially those administrative, administrative
contentious and judicial, as well as before national
and/or international arbitration tribunals in all
matters concerning the following: a) Obtainment
of patents, layout-designs of integrated circuits,
utility models and industrial designs; the
registration of marks and trade slogans; the deposit
of commercial names and trade emblems; the
obtainment of the declaration and authorization of
denominations of origin; renewal, payment of the
annuity fees, assignment, license, change of name
or domicile, voluntary cancellation; response to
official actions, and the registration of
commercialization agreements and licenses of use
of the above rights; b) Protection of trade secrets;
c) Obtainment of plant variety protection; d)
Obtainment of functioning licenses, health
registrations and sale licenses and any other
petition before the sanitary or administrative
authorities; e) Actions against protection to the
consumers, restrictive commercial practices and
competence promotion; f) Obtainment of copyright
and/or neighbouring rights registrations or
protection for any type of artistic, literary,
scientific, musical, video, films, video games,
choreography works, software or any other
production in the artistic, scientific or literary
fields capable of being reproduced or expressed by
any means known now or in the future;
Registration of agreements related with the
execution or transfer of intellectual property rights;
administrative or judicial defense of any copyright
and/or neighbouring rights; Obtention of reduced
postal tariff, g) Registration of domain names;
their renewal, assignment, change of name, change
of domicile, cancellation and any other acts related
with their management. h) Actions of repossession,
of opposition, cancellation, nullity, infringement of
rights, preventive injunction, custom procedures,
writ of mandamus, unfair competition, granting of
licenses.
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Ademas, confiero (conferimos) poder a los
abogados arriba nombrados, para obtener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad intelectual y
contra la competencia desleal, a cuyo efecto
autorizo(amos) a los dichos apoderados para que
me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente
ante las del orden administrativo, contencioso-
administrativo y judicial, asi como los tribunales
de arbitramento nacionales y/o internacionales en
todo lo concerniente a los siguientes asuntos: a)
Obtenciéon de patentes de invencion, de los
esquemas de trazado de circuitos integrados,
modelos de utilidad y disefios industriales; el
registro de marcas y de lemas comerciales; el
depdsito de nombres comerciales y ensefias; la
obtencion de la declaracion y de la autorizacion de
denominaciones de origen; su renovacion, pago de
anualidades de mantenimiento, traspaso, licencia,
cambio de nombre o domicilio, cancelacién
voluntaria; respuesta a acciones oficiales y el
registro de acuerdos de comercializacion y de
licencias de uso de esos derechos; b) Proteccion de
secretos  empresariales c¢) Obtencién de la
proteccién para variedades vegetales; d) Obtencion
y tramitacion de todo lo relacionado con licencias
de funcionamiento, registros sanitarios, licencias
de venta y cualquier otra peticion ante las
autoridades sanitarias o administrativas; e)
Acciones por proteccion al consumidor, por
practicas comerciales restrictivas y promocién de
la competencia; f) Obtencién del registro o
proteccién del derecho de autor y/o conexos para
cualquier tipo de obra artistica, literaria, cientifica,
musical, videografica, cinematografica,
coreograficas, soporte logico o cualquier otra
produccién, en el campo artistico, cientifico, o
literario capaz de ser reproducido o expresado por
cualquier medio conocido ahora o por conocer en
el futuro; Registro de contratos relacionados con la
gjecucion o transferencia de derechos intelectuales;
defensa judicial o administrativa de cualquier
derecho de autor o derecho conexo; Obtencion de
tarifa postal reducida; g) Registro de nombres de
dominio, su renovacion, traspaso, cambio de
nombre, cambio de domicilio, cancelacion y demés



In general, all the civil, constitutional, criminal and
administrative suits relating to all rights and
matters; actions and suits instituted by me (us) or
against me (us). And that in all the matters they
may substitute this Power of Attorney,
compromise, execute license  agreements,
settlement agreements, assignment agreements, file
for ordinary, extraordinary and other appeals or
remedies such as nullification and/or revision
and/or supplication of court decisions or any other
admitted by law, conciliate, admit the facts of the
case, to bid in public auction and allocate on behalf
of an existing credit, desist, cancel, assign, receive,
resign, notify and ratify acts done by
representatives without a Power of Attorney.

Given and Signed this/Dado § .
in/en
Signature/Firma

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

actos relacionados con su administracion. h) Las
acciones reivindicatorias, de oposicion, de
cancelacion, de nulidad, de infraccién de derechos,
de medidas cautelares, de medidas en frontera, de
tutela, de competencia desleal, de concesion de
licencias.

En general todos los procesos civiles,
constitucionales, penales, administrativos o
contencioso-administrativos  relacionados  con

todos los derechos y asuntos; acciones y procesos
que promovamos o0 se Nos promuevan; y para que
en todos los asuntos, puedan sustituir este
mandato, transigir, suscribir contratos de licencia,
contratos de transaccion, contratos de cesion,
presentar recursos ordinarios, extraordinarios y de
casacion y/o revision y/o suplica o cualquier otro
permitido por la ley, conciliar, admitir los hechos
del proceso, rematar o licitar por cuenta del
crédito, desistir, cancelar, ceder, recibir, renunciar,
notificarse y ratificar los actos de agentes
oficiosos.



Docket No, 2262:016

DECLARATION (37CFR 1.63) FOR UTILITY OR DESIGN APPLICATION USING AN
APPLICATION DATA SHEET (37 CFR 1.76) AND ASSIGNMENT

Title of Invention: PROTEIN PURIFICATION PROCESS

This declaration is directed to:

O The attached application, and/or

United States application or PCT international application number 16/965,762
filed on July 29, 2020

As the below named inventor, | hereby declare that: (a) the above-identified application was made or authorized to
be made by me; and (b) I believe that I am the original inventor or an original joint inventor of a claimed invention
in the application.

WHEREAS, EXOTHERASA (hereinafter referred to as "ASSIGNEE”) having a place
of business at Rue dela Maitrise 11, Nivelles, BELGIUM, B-1400

is desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to the invention of the above-identified application
and in and to any Letters Patent(s) that may be granted therefor in the United States, its territorial possessions, and
in any and all foreign countries.

NOW, THEREFORE, for good and valuable consideration, the receipt whereof is hereby acknowledged, the
undersigned inventor does by these presents sell, assign and transfer unto ASSIGNEE, the full and exclusive right to
the invention of the above-identified application in the United States, its territorial possessions, and in any and all
foreign countries (including the right to claim priority under the terms of the International Convention and other
relevant International Treaties and Arrangements to the invention of the above-identified application), as well as the
entire right, title and interest in and to any and all Letters Patent(s) which may be granted therefor in the United
States, its territorial possessions, and in any and all foreign countries, and in and to any and all divisions, reissues,
continuations, substitutions and renewals thereof.

I hereby authorize and request the Patent Office Officials in the United States, its territorial possessions, and in any
and all foreign countries to issue any and all Letters Patent(s) for the invention of the above-identified application,
when granted, to ASSIGNEE as the owner of my entire right, title and interest in and to the same, for the sole use of
ASSIGNEE, its successors and assigns, to the full end of the term for which the Letters Patent(s) assigned hereunder
may be granted, as fully and entirely as the same would have been held by me had this grant not been made,

Further, I will communicate to ASSIGNEE or its representatives any facts known to me respecting the invention of
the above-identified application, and testify in any legal proceeding, sign all lawful papers, execute all divisional,
continuation, substitute, renewal and reissue applications, execute all necessary assignment papers to cause any and
all Letters Patent(s) for the invention of the above-identified application to be issued to ASSIGNEE, make all rightful
oaths, and, generally do everything possible to aid ASSIGNEE, its successors and assigns, to obtain and enforce proper
protection for the invention of the above-identified application in the United States, its territorial possessions, and in
any and all foreign countries.

I authorize the law firm of King & Schickli, PLLC, to insert the serial number and filing date above once it is known,

I hereby acknowledge that any willful false statement made in this declaration is hable under 18 U.S.C. 1001 by fine

or imprisonment of not more than five (5) years, or both,

For INVENTORe For ASSIGNEE:
Signature: Signature:

J T
Name: José Castillo Name/Title: /

14
Date: Qq l:zq I Inin Date: __QL&C_L&ZQ_ .



Expediente No. 2262-016

DECLARACION (37CFR 1.63) PARA SOLICITUD DE UTILIDAD O DE DISENO
EMPLEANDO UNA HOJA DE DATOS DE UNA SOLICITUD (37 CFR 1.76) Y
CESION

Titulo de la invencion: PROCESOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS
Esta declaracion esta dirigida a:
. La solicitud adjunta y/o

El nimero de solicitud de Estados Unidos o Solicitud Internacional PCT: 16/965,792
Presentada el: 29 de julio de 2020

Como el inventor nombrado debajo, declaro que: (a) la solicitud de patente
identificada arriba fue hecha o autorizada a que fuera hecha por mi; y (b) creo que
soy el inventor original o un inventor original conjunto de una invencién reclamada

en la solicitud.

CONSIDERANDO QUE, EXOTHERA S.A. (en adelante
el Cesionario) con lugar de negocio en Rue de la Maitrise 11, Nivelles, BELGICA,

B-1400 tiene deseos de adquirir la totalidad del derecho,

titulo e interés en y para la invencién de la solicitud identificada arriba y en y para
cualquier Titulo de Patente que pueda ser concedido a la misma en los Estados

Unidos, sus posesiones territoriales, y cualquiera y todos los paises extranjeros.

AHORA, POR LO TANTO, por una consideracién buena y valiosa, el recibo de la
cual se reconoce aca, el inventor abajo firmante por la presente vende, cede y
transfiere al CESIONARIO, el derecho total y exclusivo a la invencion de la solicitud
identificada arriba en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en
cualquiera y todos los paises extranjeros (incluyendo el derecho a reivindicar
prioridad bajo los términos de la Convencion Internacional y otros Tratados y
Acuerdos para la invencion de la solicitud identificada arriba), asi como también la

totalidad del derecho, titulo, e interés en y para cualquiera y todos los Titulos de



Patente que puedan ser concedidas a la misma en los Estados Unidos, sus
posesiones territoriales, y en cualquiera y todos los paises extranjeros, y en y para
cualquiera y todas las divisiones, reemisiones, continuaciones, sustituciones y

renovaciones de la misma.

Yo por la presente autorizo y solicito a los Funcionarios de la Oficina de Patentes
en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en cualquiera y todos los
paises extranjeros a emitir cualquiera y todos los Titulos de Patente para la
invencion de la solicitud identificada arriba, cuando se conceda, al CESIONARIO
como el propietario de la totalidad de mi derecho, titulo e interés en y para la misma,
para el uso unico del CESIONARIO, sus sucesores y cesionarios, por el tiempo
completo para el cual puedan ser concedidos los Titulos de Patente que se ceden
acd, de manera tan completa y total como si los mismos hubieran sido tenidos por

mi si esta cesion no se hubiera hecho.

Ademas, le comunicaré al CESIONARIO o sus representantes cualquier hecho
conocido por mi respecto a la invencion de la solicitud arriba identificada, y testificar
en cualquier procedimiento legal, firmar todos los papeles legales, ejecutar todas
las solicitudes divisionales, continuaciones, sustituciones, renovaciones Yy
reemisiones, ejecutar todos los documentos de cesidn necesarios para causar que
cualquieray todos los Titulos de Patente para la invencion de la solicitud identificada
arriba sean emitidos al CESIONARIO, hacer todos los juramentos, y, generalmente,
hacer todo lo posible para ayudar al CESIONARIO, sus sucesores y cesionarios, a
obtener y hacer valer la proteccion apropiada para la invencion de la solicitud
identificada arriba en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en

cualquiera y todos los paises extranjeros.

Y autorizo a la firma legal de King & Schickli, PLC, a insertar el numero de serie y

fecha de presentacion arriba una vez se conozca.



Por la presente reconozco que cualquier declaracion voluntariamente falsa hecha
en esta declaracion sea punible bajo el articulo 18 U.S.C. 1001 con multa o prision

de no més de cinco (5) afios, o ambos.

Por el INVENTOR por el CESIONARIO
Firma: (Firma) Firma: (Firma)
Nombre: José Castillo Nombre/Cargo: Hughes Bultot

Fecha: 09/09/2020 Fecha: 02 Oct 2020



Docket No, 2262016

DECLARATION (37CFR 1.63) FOR UTILITY OR DESIGN APPLICATION USING AN
APPLICATION DATA SHEET (37 CFR 1.76) AND ASSIGNMENT

Title of Invention: PROTEIN PURIFICATION PROCESS

This declaration is directed to:

O The attached application, and/or

United States application or PCT international application number 16/965.792
filed on July 29, 2020

As the below named inventor, | hereby declare that: (a) the above-identified application was made or authorized to
be made by me; and (b) I believe that I am the original inventor or an original joint inventor of a claimed invention
in the application,

WHEREAS, EXOTHERASA. (hereinafter referred to as “ASSIGNEE") having a place
of business at Rue dela Maitrise 11, Nivelles, BELGIUM, B-1400

Is desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to the invention of the above-identified application
and in and to any Letters Patent(s) that may be granted therefor in the United States, its territorial possessions, and
in any and all foreign countries.

NOW, THEREFORE, for good and valuable consideration, the receipt whereof is hereby acknowledged, the
undersigned inventor does by these presents sell, assign and transfer unto ASSIGNEE, the full and exclusive right to
the invention of the above-identified application in the United States, its territorial possessions, and in any and all
foreign countries (including the right to claim priority under the terms of the International Convention and other
relevant International Treaties and Arrangements to the invention of the above-identified application), as well as the
entire right, title and interest in and to any and all Letters Patent(s) which may be granted therefor in the United
States, its territorial possessions, and in any and all foreign countries, and in and to any and all divisions, reissues,
continuations, substitutions and renewals thereof.

I hereby authorize and request the Patent Office Officials in the United States, its territorial possessions, and in any
and all foreign countries to issue any and all Letters Patent(s) for the invention of the above-identified application,
when granted, to ASSIGNEE as the owner of my entire right, title and interest in and to the same, for the sole use of
ASSIGNEE, its successors and assigns, to the full end of the term for which the Letters Patent(s) assigned hereunder
may be granted, as fully and entirely as the same would have been held by me had this grant not been made.

Further, I will communicate to ASSIGNEE or its representatives any facts known to me respecting the invention of
the above-identified application, and testify in any legal proceeding, sign all lawful papers, execute all divisional,
continuation, substitute, renewal and reissue applications, execute all necessary assignment papers to cause any and
all Letters Patent(s) for the invention of the above-identified application to be issued to ASSIGNEE, make all rightful
oaths, and, generally do everything possible to aid ASSIGNEE, its successors and assigns, to obtain and enforce proper
protection for the invention of the above-identified application in the United States, its territorial possessions, and in
any and all foreign countries.

Tauthorize the law firm of King & Schickli, PLLC, to insert the serial number and filing date above once it is known,

[ hereby acknowledge that any willful false statement made in this declaration is p msh
or imprisonment of not more than five (5) years, or both.

For INVENTOR: For ASSIGNEE: |
/ e
Signature: W Signature:

=

ble under 18 U.S.C. 1001 by fine

Name: Sushobhan Bandyopadhyay Name/Title:

Date: ? e f,e,n{ 26049) Date:




Expediente No. 2262-016

DECLARACION (37CFR 1.63) PARA SOLICITUD DE UTILIDAD O DE DISENO
EMPLEANDO UNA HOJA DE DATOS DE UNA SOLICITUD (37 CFR 1.76) Y
CESION

Titulo de la invencion: PROCESOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS
Esta declaracion esta dirigida a:
. La solicitud adjunta y/o

El nimero de solicitud de Estados Unidos o Solicitud Internacional PCT: 16/965,792
Presentada el: 29 de julio de 2020

Como el inventor nombrado debajo, declaro que: (a) la solicitud de patente
identificada arriba fue hecha o autorizada a que fuera hecha por mi; y (b) creo que
soy el inventor original o un inventor original conjunto de una invencién reclamada

en la solicitud.

CONSIDERANDO QUE, EXOTHERA S.A. (en adelante
el Cesionario) con lugar de negocio en Rue de la Maitrise 11, Nivelles, BELGICA,

B-1400 tiene deseos de adquirir la totalidad del derecho,

titulo e interés en y para la invencién de la solicitud identificada arriba y en y para
cualquier Titulo de Patente que pueda ser concedido a la misma en los Estados

Unidos, sus posesiones territoriales, y cualquiera y todos los paises extranjeros.

AHORA, POR LO TANTO, por una consideracién buena y valiosa, el recibo de la
cual se reconoce aca, el inventor abajo firmante por la presente vende, cede y
transfiere al CESIONARIO, el derecho total y exclusivo a la invencion de la solicitud
identificada arriba en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en
cualquiera y todos los paises extranjeros (incluyendo el derecho a reivindicar
prioridad bajo los términos de la Convencion Internacional y otros Tratados y
Acuerdos para la invencion de la solicitud identificada arriba), asi como también la

totalidad del derecho, titulo, e interés en y para cualquiera y todos los Titulos de



Patente que puedan ser concedidas a la misma en los Estados Unidos, sus
posesiones territoriales, y en cualquiera y todos los paises extranjeros, y en y para
cualquiera y todas las divisiones, reemisiones, continuaciones, sustituciones y

renovaciones de la misma.

Yo por la presente autorizo y solicito a los Funcionarios de la Oficina de Patentes
en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en cualquiera y todos los
paises extranjeros a emitir cualquiera y todos los Titulos de Patente para la
invencion de la solicitud identificada arriba, cuando se conceda, al CESIONARIO
como el propietario de la totalidad de mi derecho, titulo e interés en y para la misma,
para el uso unico del CESIONARIO, sus sucesores y cesionarios, por el tiempo
completo para el cual puedan ser concedidos los Titulos de Patente que se ceden
acd, de manera tan completa y total como si los mismos hubieran sido tenidos por

mi si esta cesion no se hubiera hecho.

Ademas, le comunicaré al CESIONARIO o sus representantes cualquier hecho
conocido por mi respecto a la invencion de la solicitud arriba identificada, y testificar
en cualquier procedimiento legal, firmar todos los papeles legales, ejecutar todas
las solicitudes divisionales, continuaciones, sustituciones, renovaciones Yy
reemisiones, ejecutar todos los documentos de cesidn necesarios para causar que
cualquieray todos los Titulos de Patente para la invencion de la solicitud identificada
arriba sean emitidos al CESIONARIO, hacer todos los juramentos, y, generalmente,
hacer todo lo posible para ayudar al CESIONARIO, sus sucesores y cesionarios, a
obtener y hacer valer la proteccion apropiada para la invencion de la solicitud
identificada arriba en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en

cualquiera y todos los paises extranjeros.

Y autorizo a la firma legal de King & Schickli, PLC, a insertar el numero de serie y

fecha de presentacion arriba una vez se conozca.



Por la presente reconozco que cualquier declaracion voluntariamente falsa hecha
en esta declaracion sea punible bajo el articulo 18 U.S.C. 1001 con multa o prision

de no més de cinco (5) afios, o ambos.

Por el INVENTOR por el CESIONARIO
Firma: (Firma) Firma: (Firma)
Nombre: Sushobhan Bandyopadhyay Nombre/Cargo: Hughes Bultot/Director General

Fecha: 7 dept. 2020 Fecha:10/09/20



Docket No. 2262:016

DECLARATION (37CFR 1.63) FOR UTILITY OR DESIGN APPLICATION USING AN
APPLICATION DATA SHEET (37 CFR 1.76) AND ASSIGNMENT

Title of Invention: PROTEIN PURIFICATION PROCESS

This declaration is directed to:

= The attached application, and/or

United States application or PCT international application number 16/965.792
filed on July 29, 2020

As the below named inventor, | hereby declare that: (a) the above-identified application was made or authorized to
be made by me; and (b) I believe that I am the original inventor or an original joint inventor of a claimed invention
in the application.

WHEREAS, EXOTHERASA. (hereinafter referred to as “ASSIGNEE”) having a place
of business at Rue de la Maitrise 11, Nivelles, BELGIUM, B-1400

is desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to the invention of the above-identified application
and in and to any Letters Patent(s) that may be granted therefor in the United States, its territorial possessions, and
in any and all foreign countries.

NOW, THEREFORE, for good and valuable consideration, the receipt whereof is hereby acknowledged, the
undersigned inventor does by these presents sell, assign and transfer unto ASSIGNEE, the full and exclusive right to
the invention of the above-identified application in the United States, its territorial possessions, and in any and all
foreign countries (including the right to claim priority under the terms of the International Convention and other
relevant International Treaties and Arrangements to the invention of the above-identified application), as well as the
entire right, title and interest in and to any and all Letters Patent(s) which may be granted therefor in the United
States, its territorial possessions, and in any and all foreign countries, and in and to any and all divisions, reissues,
continuations, substitutions and renewals thereof.

I hereby authorize and request the Patent Office Officials in the United States, its territorial possessions, and in any
and all foreign countries to issue any and all Letters Patent(s) for the invention of the above-identified application,
when granted, to ASSIGNEE as the owner of my entire right, title and interest in and to the same, for the sole use of
ASSIGNEE, its successors and assigns, to the full end of the term for which the Letters Patent(s) assigned hereunder
may be granted, as fully and entirely as the same would have been held by me had this grant not been made.

Further, I will communicate to ASSIGNEE or its representatives any facts known to me respecting the invention of
the above-identified application, and testify in any legal proceeding, sign all lawful papers, execute all divisional,
continuation, substitute, renewal and reissue applications, execute all necessary assignment papers to cause any and
all Letters Patent(s) for the invention of the above-identified application to be issued to ASSIGNEE, make all rightful
oaths, and, generally do everything possible to aid ASSIGNEE, its successors and assigns, to obtain and enforce proper
protection for the invention of the above-identified application in the United States, its territorial possessions, and in
any and all foreign countries.

I authorize the law firm of King & Schickli, PLLC, to insert the serial number and filing date above once it is known.

I hereby acknowledge that any willful false statement made in this declaration is punishable under 18 U.S.C. 1001 by fine
or imprisonment of not more than five (5) years, or both.

For INVENTOR: For ASSIGNEE:

Signature: 4%0{/ % Signature:

UQA//l/ //((/Vﬂdb(, Name/Title:
04 Q‘fvégf .ZOJO Date:

Name:

Date:




Expediente No. 2262-016

DECLARACION (37CFR 1.63) PARA SOLICITUD DE UTILIDAD O DE DISENO
EMPLEANDO UNA HOJA DE DATOS DE UNA SOLICITUD (37 CFR 1.76) Y
CESION

Titulo de la invencion: PROCESOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS
Esta declaracion esta dirigida a:
. La solicitud adjunta y/o

El nimero de solicitud de Estados Unidos o Solicitud Internacional PCT: 16/965,792
Presentada el: 29 de julio de 2020

Como el inventor nombrado debajo, declaro que: (a) la solicitud de patente
identificada arriba fue hecha o autorizada a que fuera hecha por mi; y (b) creo que
soy el inventor original o un inventor original conjunto de una invencién reclamada

en la solicitud.

CONSIDERANDO QUE, EXOTHERA S.A. (en adelante
el Cesionario) con lugar de negocio en Rue de la Maitrise 11, Nivelles, BELGICA,

B-1400 tiene deseos de adquirir la totalidad del derecho,

titulo e interés en y para la invencién de la solicitud identificada arriba y en y para
cualquier Titulo de Patente que pueda ser concedido a la misma en los Estados

Unidos, sus posesiones territoriales, y cualquiera y todos los paises extranjeros.

AHORA, POR LO TANTO, por una consideracién buena y valiosa, el recibo de la
cual se reconoce aca, el inventor abajo firmante por la presente vende, cede y
transfiere al CESIONARIO, el derecho total y exclusivo a la invencion de la solicitud
identificada arriba en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en
cualquiera y todos los paises extranjeros (incluyendo el derecho a reivindicar
prioridad bajo los términos de la Convencion Internacional y otros Tratados y
Acuerdos para la invencion de la solicitud identificada arriba), asi como también la

totalidad del derecho, titulo, e interés en y para cualquiera y todos los Titulos de



Patente que puedan ser concedidas a la misma en los Estados Unidos, sus
posesiones territoriales, y en cualquiera y todos los paises extranjeros, y en y para
cualquiera y todas las divisiones, reemisiones, continuaciones, sustituciones y

renovaciones de la misma.

Yo por la presente autorizo y solicito a los Funcionarios de la Oficina de Patentes
en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en cualquiera y todos los
paises extranjeros a emitir cualquiera y todos los Titulos de Patente para la
invencion de la solicitud identificada arriba, cuando se conceda, al CESIONARIO
como el propietario de la totalidad de mi derecho, titulo e interés en y para la misma,
para el uso unico del CESIONARIO, sus sucesores y cesionarios, por el tiempo
completo para el cual puedan ser concedidos los Titulos de Patente que se ceden
acd, de manera tan completa y total como si los mismos hubieran sido tenidos por

mi si esta cesion no se hubiera hecho.

Ademas, le comunicaré al CESIONARIO o sus representantes cualquier hecho
conocido por mi respecto a la invencion de la solicitud arriba identificada, y testificar
en cualquier procedimiento legal, firmar todos los papeles legales, ejecutar todas
las solicitudes divisionales, continuaciones, sustituciones, renovaciones Yy
reemisiones, ejecutar todos los documentos de cesidn necesarios para causar que
cualquieray todos los Titulos de Patente para la invencion de la solicitud identificada
arriba sean emitidos al CESIONARIO, hacer todos los juramentos, y, generalmente,
hacer todo lo posible para ayudar al CESIONARIO, sus sucesores y cesionarios, a
obtener y hacer valer la proteccion apropiada para la invencion de la solicitud
identificada arriba en los Estados Unidos, sus posesiones territoriales, y en

cualquiera y todos los paises extranjeros.

Y autorizo a la firma legal de King & Schickli, PLC, a insertar el numero de serie y

fecha de presentacion arriba una vez se conozca.



Por la presente reconozco que cualquier declaracion voluntariamente falsa hecha
en esta declaracion sea punible bajo el articulo 18 U.S.C. 1001 con multa o prision

de no més de cinco (5) afios, o ambos.

Por el INVENTOR por el CESIONARIO
Firma: (Firma) Firma:
Nombre: Vasily Medvedev Nombre/Cargo:

Fecha: 1 de octubre. 2020 Fecha:



PROCESO DE PURIFICACION DE PROTEINA

DOMINIO TECNICO

Esta divulgacion se refiere a un método para la purificacion de proteinas.

ANTECEDENTES

Con el creciente numero de candidatos terapéuticos proteicos, especialmente los
anticuerpos monoclonales (mAbs) que ingresan en varias etapas de desarrollo, las
companias biofarmaceéuticas estan buscando cada vez mas solucionesinnovadoras
para entregar los proyectos. Para el desarrollo del proceso de fabricacion de
anticuerpos, mantener los atributos de calidad deseados al tiempo que se reduce el
tiempo de comercializacién, la rentabilidad y la flexibilidad de fabricacion son
cuestiones clave en el competitivo mercado actual. Dado que las terapias con
anticuerpos pueden requerir grandes dosis durante un largo periodo de tiempo, la
sustancia farmacoldgica debe producirse en grandes cantidades con eficiencia de
costo y tiempo para cumplir con los requisitos clinicos y allanar el camino haciala
comercializacion. Este también es el caso de las proteinas terapéuticas
recombinantes que no sean anticuerpos monoclonales, incluyendo, pero sin
limitarse a, las proteinas de fusién, enzimas terapéuticas y fragmentos de

anticuerpos.

En general, las proteinas se producen mediante cultivo celular, utilizando lineas
celulares, lineas celulares bacterianas o virus disefiados para producir la proteina
de interés. Las lineas celulares se alimentan con un medio de crecimiento complejo
gue comprende azucares,aminoacidosy factores de crecimiento. Para su usocomo
terapia humana, las moléculas objetivo o la proteina objetivo expresadas por las
células cultivadas deben tratarse para alcanzar un alto nivel de pureza. Después de
las purificaciones iniciales, se usa un paso de purificacion final,a menudo llamado

pulido, para obtener la purezafinal deseada.



Aunque es necesario para lograr un alto nivel de pureza, el pulido puede conducir a
una pérdida significativa de proteinas. La mayoria de las metodologias de pulido
conocidas hasta la fecha comprenden varios subpasos de pulido, lo que

nuevamente contribuye ala pérdida del producto deseado.

El objetivo de la presente descripcion es proporcionar un método que permita pulir
unaalimentacion de proteina con un minimo de pérdida de proteina y asegurar una
alta calidad de proteina. En segundo lugar, también es el objetivo proporcionar una
metodologia con unacantidad limitada de pasos operativos que aln proporcione un
alto rendimiento de proteinas y con una reduccion significativa de los gastos de
operacion (OPEX).

RESUMEN

Aqui se describen métodos para usar un intercambiador de iones multimodal que
comprende restos hidrofobos y que se carga en condiciones de alta
conductividad. Estas condiciones causan un efecto kosmotropico, en el que la
proteina de interés estara mas expuesta a los restos hidréfobos del intercambiador
o tendrd unamayor afinidad con este ultimo, permitiendo unainteraccion hidrofébica
entre dicha proteina y el intercambiador. Permitir que el método se ejecute en
condiciones de alta conductividad mejora la selectividad de la proteina de interés
hacia su forma monomérica. Ademas, se forman menos agregados de proteinas en
estas condiciones. Al mismo tiempo, todos los otros atributos principales del
intercambio i6nico se pueden preservar: reduccion de proteinas de la célula

huésped, ADN de la célulahuéspedy reduccion de particulas virales.

Aqui se describen métodos para purificar una molécula. En algunas modalidades,
la molécula es una proteina, péptido, aminoacido o acido nucleico. En algunas
modalidades, lamoléculaesunaproteina. En algunas modalidades, laproteina esta
presente en una alimentacién. En algunas modalidades, el método comprende una
etapa de cromatografia multimodal, en la que la alimentacién se pone en contacto

con un intercambiador de iones multimodal. En algunas modalidades, el



intercambiador de iones multimodal comprende un ligando con un resto hidréfobo y
un resto cargado. En algunas modalidades, la union de la proteina de interés al
intercambiador se produce en condiciones de alta conductividad. En algunas
modalidades, la alimentacion se complementa con una cantidad adecuada de sal o
una combinacion de sales antes de la etapa de cromatografia multimodal. En
algunas modalidades, la alimentacion se complementa con una cantidad adecuada
de sulfatode amonio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fosfato de amonio, fosfato
de sodio, fosfato de potasio, cloruro de potasio, cloruro de sodio 0 una mezcla de
los mismos antes de la etapa de cromatografia multimodal. En algunas
modalidades, la concentracion de sal de la alimentacion durante la union esta entre
0,5 My 3 M. En algunas modalidades, la concentracion de sal de la alimentacién
durante la union estd entre 1 M y 2 M. En algunas modalidades, el resto esta
cargado positivamente o cargado negativamente.En algunas modalidades, el
intercambiador multimodal tiene restos cargados tanto positiva como
negativamente. En algunas modalidades, la alimentacion se complementa con una
cantidad adecuada de una solucion acida o con una cantidad adecuada de una
solucién alcalina antes de la etapa de cromatografia multimodal. En algunas
modalidades, la union se produce a un pH de aproximadamente 7 a 9. En algunas
modalidades, el paso de cromatografia multimodal es usado como paso de pulido.
En algunas modalidades, el paso de cromatografia multimodal es el Gnico paso de
pulido. En algunas modalidades, la etapa de pulido esta precedida por unaetapa de
clarificacién de una cosecha de cultivo celulary / o unaetapa de cromatografia. En
algunas modalidades, la proteina se eluye del intercambiador multimodal mediante
elucién en gradiente, disminuyendo gradualmente el pH de un tampén de elucion
por debajo de 7 y/o disminuyendo gradualmente la concentracién de sal en un
tampon de elucién por debajo de 0,5 M. En algunas modalidades, la proteina se
eluye del intercambiador multimodal mediante elucion isocratica con un tampon de
elucion, en el que el tampdn de elucion tiene una concentracion de sal de entre 10
mM y 500 mM y/o un pH de entre 5,5y 7. En algunas modalidades, la alimentacion
comprende virus inactivados. En algunas modalidades,la alimentacion para

cromatografia multimodal es una fraccion de flujo de una etapa de cromatografia o



una fraccion derivada de la misma. En algunas modalidades, la proteina es un
anticuerpo.En algunas modalidades, el método se realiza en modo de

cromatografia por lotes o en modo de cromatografia continua.

Aqui se divulgan kits. En algunas modalidades, el kit comprende una resina de
cromatografia multimodal. En algunas modalidades, la resina de cromatografia
multimodal comprende un ligando con un resto hidr6fobo y un resto cargado. En
algunas modalidades, el kitcomprende un tampo6n con una concentracion de sal de

entre 0,5y 3 M y/o una conductividad superiora75 mS / cm.

Aqui se describen intercambiadores de iones multimodales.En algunas
modalidades, el intercambiador de iones multimodal comprende un ligando con un
resto hidréfobo y un resto cargado. En algunas modalidades, la molécula es una
proteina, una proteina esta unida al resto hidréfobo. En algunas modalidades, la
proteina antes de la carga esta presente en un tampdn con una concentracion de
sal de entre 0,5 y 3 M y/o una conductividad superior a 75 mS/cm. En algunas
modalidades, el tampdn comprende una concentracion de sal de entre 0,5y 3 M y/o
una conductividad superior a 75 mS/cm. En algunas modalidades, el tampdn

comprende un pH de aproximadamente 7 a 9.

FIGURAS

Las caracteristicas novedosas de la invencion se exponen con particularidad en las
reivindicaciones adjuntas.Se obtendra una mejor comprension de las
caracteristicas y ventajas de la presenteinvencion haciendoreferenciaalasiguiente
descripcidn detallada que establece modalidades ilustrativas, en las que se utilizan

los principios de la invencidn, y los dibujos adjuntos de los cuales:

La Figura 1 es un diagrama de flujo que muestra unavisién general del proceso

comercial a gran escala de produccién y purificacion de proteinas.



La figura 2 es un diagrama de flujo que representa unavision general del método

para purificar una proteina de acuerdo con una modalidad de la divulgacion.

La figura 3 muestra un cromatograma que acompafia al experimento realizado en

el ejemplo 2.

DEFINICIONES

A menos que se definalo contrario, todos los términos utilizados en este documento,
incluidos los términos técnicos y cientificos, tienen el significado que comunmente
entiende un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Por medio de
orientacion adicional, se incluyen definiciones de términos para apreciar mejor la

ensefianza de la presente divulgacion.

Como se usa en este documento, los siguientes términos tienen los siguientes

significados:

"Un","una"y "el/la", como se usa en el presente documento, se refieren tanto al
singularcomo al plurala menos que el contexto indique claramente lo contrario. A

modo de ejemplo, "un compartimento" se refiere a uno o mas de un compartimento.

"Alrededor", como se usa en el presente documento, se refiere a un valor medible
tal como un parametro, una cantidad, una duracion temporal y similares, pretende
abarcar variaciones de +/- 20% o menos, preferiblemente +/- 10% o menos, mas
preferiblemente +/- 5% o0 menos, incluso mas preferiblemente +/- 1% o menos, y
aun mas preferiblemente +/- 0.1% o menos de y desde el valor especificado, en la
medida en que tales variaciones son apropiadas para realizar en el invencion
divulgada Sin embargo, debe entenderse que el valor al que se refiere el

modificador "alrededor” también se describe especificamente.

"Comprender”, "que comprende"y "comprende" y "compuesto por' como se usa en

el presente documento son sindnimos de “incluir®, "que incluye", "incluye" o



"contiene", "que contiene”, "contiene" y son inclusivos o términos abiertos que
especifican la presenciade lo que sigue, por ejemplo, componente y no excluyen ni
precluyen la presencia de componentes, caracteristicas, elementos, miembros,

pasos adicionalesno enunciados,conocidosen latécnicao divulgadosen lamisma.

La recitacion de rangos numéricos por puntos finales incluye todos los namerosy

fraccionesincluidos dentro de ese rango, asi como los puntos finales recitados.

La expresion "% en peso" (porcentaje en peso), aqui y en toda la descripcion, a
menos que se defina lo contrario, se refiere al peso relativo del componente
respectivo en funcion del peso total de la formulacion. La expresion "1% p/p" se
refiere a lo que puede entenderse como 1 g de componente respectivo por 100 g de
la formulacion, la expresién "1% p/" se refiere a lo que podria entenderse como 1
g de componente respectivo por 100 ml. de laformulacion, la expresion "1% viv" se
refiere a lo que puede entenderse como 1 ml. de componente respectivo por 100

ml. de formulacion.

"Cosecha de cultivo celular”, "cosecha de cultivo" y "cosecha" se usan como
sindnimosy se refieren al cultivo celular no aclarado obtenido a partir del cultivo de
células en un biorreactor. Las células cultivadas o las células criadas también se

denominan células huésped.

"Biorreactor" se refiere a cualquier dispositivo 0 sistema que soporte un entomo
biol6gicamente activo, por ejemplo, para el cultivo de células u organismos para la
produccion de un producto bioldgico. Esto incluiria pilas de células, botellas
rodantes, batidoras, matraces, biorreactores de suspension de tanque agitado,

biorreactores de perfusiéon de lecho fijo de alta densidad celular, etc.

La "purificacion” se refiere a la reduccion sustancial de la concentracion de una o
MAas impurezas o contaminantes objetivo en relaciéon con la concentracion de la

molécula de interés, tal como una proteina de interés.

"Proteina" se refiere a cualquiera de una clase de compuestos organicos
nitrogenados que tienen moléculas grandes compuestas de una o mas cadenas de
aminoacidos. La "proteina" puede ser cualquier tipo de proteina tal como

anticuerpos (monoclonales), fragmentos de anticuerpos, proteinas de fusion,



enzimas, proteinas recombinantes, péptidos, polipéptidos u otras biomoléculas

expresadas por las células.

"Anticuerpo” se refiere a cualquier molécula de inmunoglobulina, fragmento de
inmunoglobulina de unidn a antigeno o proteina de fusion de inmunoglobulina,
monoclonal o policlonal, derivada de lineas celulares humanas u otras de animales,
incluidas formas naturales o genéticamente modificadas tales como humanizadas,
humanas, quiméricas, sintéticas, recombinantes, hibrido, mutado, injertado, y
anticuerpos generados in vitro. Los anticuerpos de inmunoglobulina natural

comunmente conocidos incluyen IgA (dimérico), IgG, IgE, IgG e IgM (pentamérico).

Una "variante de carga de anticuerpo” como se usa en el presente documento es
un anticuerpo o fragmento del mismo en el que el anticuerpo o fragmento del mismo
que se hamodificado desde su estado nativo de tal manera que se altera la carga
del anticuerpo o fragmento del mismo. Las variantes de carga de anticuerpos a

menudo se denominan especies de anticuerpos acidos, neutrosy / o basicos.

"Agregado de proteina" o "agregado de una proteina” se refiere a unaasociacion
de al menos dos moléculas de proteina. La asociacion puede ser covalente o no
covalente sin teneren cuenta el mecanismo por el cual se asocian las moléculas de
proteina. La asociacion puede ser directa entre las moléculas de proteina o indirecta
a través de otras moléculas que unen las moléculas de proteina. Los ejemplos de
estos ultimos incluyen, pero no se limitan a, enlaces disulfuro con otras proteinas,
asociaciones hidrofébicas con lipidos, asociaciones de carga con ADN,
asociaciones de afinidad con proteina lixiviada A o asociaciones de modo mixto con

multiples componentes.

"Inactivado viral" significa que una alimentacion que comprende una proteina de
interés comprende ademas virus inactivos o particulas virales previamente

existentes en su forma activa en un biorreactor.

Con "fraccion de flujo continuo" se entiende aquia al menos parte de la fraccion que
contiene proteina cargada que sale de la columna cromatografica sustancialmente
a la misma velocidad que el fluido de elucidn. Esta fraccibn no se retiene

sustancialmente en la columnadurante la elucion. Por lo tanto, las condiciones se



eligen de manera que no los anticuerpos sino las impurezas estén unidas a los

respectivos materiales cromatograficos.

La "floculaciéon" se refiere a la agregacion, precipitacion y/o aglomeracion de
particulas solubles (p. Ej., Componentes de cromatina) y/o insolubles (p. Ej.,
Células) causadas por la adicion de un agente floculante adecuado a una
suspension. Al aumentar el tamafio de particula de los componentes insolubles
presentes en la suspension, se mejora la eficiencia de las separaciones solido /
liquido, como por filtracién o centrifugacion. La floculacién de un cultivo celular
conduce a la formacion de "fléculos" que comprenden impurezas de la célula
huésped, tales como material celular que incluye células y restos celulares o

proteinas de la célula huésped, ADN u otros componentes presentes en el mismo.

Como se usa en el presente documento, "pulido” se refiere a un paso,
preferiblemente un paso cromatografico, usado para eliminarimpurezas residuales
de la célula huésped, impurezas relacionadas con el producto (fragmentos del
producto y / o especies agregadas o variantes de carga) y contaminantes de virus
de un alimento de ese modo ( ademas) purificando la proteina de interés. El pulido

sueleir precedido de un paso de captura de proteinas.

La cromatografia de "modo mixto" y "multimodal” se usan indistintamente aquiy se
refieren a un método cromatogréafico en el que la separacion de componentes en
unafase movil se basa en mas de untipo de interaccion entre unafase estacionara
y los componentes de la fase mévil. La cromatografia multimodal se basa, por
ejemplo, en interacciones hidrofébicas o no hidrofébicas simultaneas e

interacciones electrostaticas entre la fase moévil y la fase estacionaria.

Un "intercambiador de iones multimodal” se refiere a un componente de la fase
sélida que es adecuado para su uso en cromatografia multimodal y que tiene un
resto cargado. Los términos "intercambiador de iones multimodal”, "intercambiador
de iones de modo mixto", "ligando de intercambio de iones multimodal" y "ligando

de intercambio de iones de modo mixto" se usan aquicomo sinGnimos.

Como se usa en el presente documento, los términos "kosmotropico” o

"kosmotropos" se refieren ampliamente a sustancias que, sin estar vinculadas por



la teoria, se cree que contribuyen a la estabilidad y estructura de las interacciones
agua-agua.Los kosmotropos tipicamente causan que las moléculas de agua
interactien favorablemente, lo que también estabiliza las interacciones
intermoleculares en las macromoléculas. Los kosmotropos pueden serionicosy/ o

noionicos.

"Condiciones de alta conductividad" deben entenderse como aquellas condiciones
o medidas que existen durante la carga de una alimentacién o tampén de dicha
alimentacion yla unién de una alimentacion o tampoén de dicha alimentacién auna
resina mediante la cual la conductividad de la alimentacion o tampon de dicha
alimentacion esta por encimade 75 mS/cm, mas preferiblemente por encima de 85
mS/cm. A menudo, se obtiene una alta conductividad al aumentar la concentracion
de sal del tampon de alimentacién, por ejemplo, por encima de NaCl1 My mas. El
experto es consciente de que unasal diferente tendra un efecto diferente sobre la

conductividad.

El término "fase sdélida" se usa para referirse a cualquier matriz no acuosaa la que
se pueden adherir uno o0 mas ligandos o, alternativamente, en el caso de la
cromatografia de exclusiéon por tamafio, puede referirse a la estructura de gel de
unaresina. La fase sélida puede ser cualquier matriz capaz de adherirligandos de
esta manera, por ejemplo, una columna de purificacion, una fase discontinua de
particulas discretas, una membrana, filtro, gel, etc. Los ejemplos de materiales que
pueden usarse para formar la fase sélida incluyen polisacaridos (como agarosa y
celulosa) y otras matrices mecanicamente estables como silice (p. ej. vidrio de poro
controlado), poli (estirendivinil) benceno, poliacrilamida, particulas ceramicas y

derivados de cualquiera de estos.

"Compuesto tamponador" se refiere a un compuesto quimico empleado con el
propésito de estabilizar el pH de una solucién acuosa dentro de un rango
especificado. EI fosfato es un ejemplo de un compuesto tamponador. Otros
ejemplos comunesincluyen, entre otros, compuestos como acetato, citrato, borato,
MES, Tris y HEPES, solucion salinatamponada con fosfato (PBS), entre muchos

otros.



"Tampon" se refiere a una formulacidon acuosa que comprende un compuesto
tamponadory otros componentes necesarios para establecer un conjunto especifico
de condiciones para mediar el control de un método de cromatografia. El término
"tampon de equilibrio” se refiere a un tampdn formulado para crear las condiciones
iniciales de funcionamiento. "Tampén de lavado" se refiere a un tampoén formulado
para desplazar contaminantes no unidos de un soporte de cromatografia. "Tampdn
de elucién" se refiere a un tampon formulado para desplazar el uno o mas

componentes de la matriz de cromatografia.

Se usa una"cantidad adecuada" de unasolucion para describir una solucion que,
cuando se mezcla con laalimentacion o con la resina de cromatografia, promovera
la unién o adsorcion de la mayoria de la proteina de interés a la resina, pero no
promovera unaunion sustancial de impurezas a esa resina. Para cada proceso de
purificacion, se debe establecer el pH 6ptimo, el tipo preferido de sistema de sal y

las cantidades 6ptimas en las soluciones de ajuste.

DESCRIPCION DETALLADA

En un primer aspecto, se describe un método para purificar una proteina, en el que
dicha proteina esta presente en una alimentacion, y en el que dicho método
comprende unaetapa de cromatografia multimodal,en la que dichaalimentacion se
pone en contacto con un intercambiador de iones multimodal que comprende un
ligando con un resto hidréfoboy con un resto cargado, permitiendo asi la union de
la proteina a dicho intercambiador, y en donde dicha unién se produce en
condiciones de alta conductividad.

La cromatografia multimodal o de modo mixto combina diferentes tipos de
interacciones, tales como interaccion idnica, enlaces de hidrégeno e interaccion
hidrofébica para permitir la separacion de componentes en una mezcla (es decir,
una alimentacion que comprende la proteina de interés). Las propiedades de
separacion del ligando se modulan ajustando las condiciones en las que tiene lugar

la interaccion entre los componentes de la alimentacion y el ligando. En el método



divulgado actualmente, las fuerzas impulsoras parala uniony elucion de la proteina
de interés para el ligando multimodal se adaptan especificamente ajustando las
condiciones de cromatografia para mejorar la separacién cromatografica de los
componentes, de modo que pueda realizarse con mayor precision y mas
selectivamente hacia una proteina especifica de interés e incluso hacia formas

especificas de la proteina de interés (p. ej. la forma monomérica de un anticuerpo)

De acuerdo con el método para la purificacion de proteinas descrito en este
documento, la etapa de cromatografia multimodal utilizada se basa en un ligando
con un resto hidréfobo asi como un resto cargado y, en consecuencia, tiene
capacidades tanto de intercambio i6Gnico como de interaccion hidrofdbica. Dicho
grupo cargado puede ser un grupo cargado positivamente (anidénico) o un grupo

cargado negativamente (catidnico).

Varios ligandos de cromatografia de modo mixto estan disponibles
comercialmente. Los ligandos bien conocidos en la técnicay que son compatibles
con la metodologia descrita actualmente son Capto-Adhere™ o Capto-Adhere™
ImpRes, Capto MMC HiScreen, Nuvia™ aPrime. En una modalidad, el

intercambiador de iones multimodal comprende un grupo cargado negativamente.

En una modalidad, el intercambiador de iones multimodal comprende un grupo
cargado positivamente (preferiblemente unaamina o un ion de amonio cuaternaro)

y unaestructura de anillo aromético.

Estas funcionalidades pueden acomodarse en sustituyentes/ ligandos separados
como una mezcla mas o menos estocastica de ligandos o con ambas

funcionalidades presentes en el mismo sustituyente / ligando.
Particularmente Gtiles son los ligandos definidos porla formula
R1-R2-N (R3)-R4-Rs
donde

R1 es un grupo fenilo sustituido o no sustituido;

R2 es unacadenade hidrocarburo que comprende 0-4 atomos de carbono;



R3 es unacadenade hidrocarburos que comprende 1-3 atomos de carbono

R4 es unacadenade hidrocarburos que comprende 1-5 atomos de carbono
y
Rses OH o H.

Los ejemplos de tales ligandos incluyen, pero sin limitacion, N-bencil-N-metil etanol
aminao N, N-dimetil bencilamina. En otra u otras modalidades, dicho ligando de la
resina multimodal comprende ademas restos hidréfobos y no hidréfobos tales como
un resto hidrégeno, que puede permitir una mayor interaccion con la proteina de

interés, dependiendo de las condiciones de union utilizadas.

En una modalidad, dicho intercambiador multimodal tiene restos cargados tanto

positiva como negativamente.

En una modalidad, dicho intercambiador multimodal comprende restos adicionales,
qgue permiten funcionalidades de interaccion adicionales distintas del intercambio
iénico de dicha columna, tales como restos que permiten la interaccién hidrofobica

o0 restos que permiten launion de hidrégeno o cualquier otro conocido en latécnica.

Sin desear limitarse a ninguna teoria, se hall6 que las condiciones de alta
conductividad tal como se usan en la divulgacion actual dan como resultado un
efecto kosmotropico, en el quela proteina de interés esta mas expuesta a los restos
hidrofébicos del intercambiador, permitiendo asi unainteraccién hidrofébica entre
dicha proteina y el intercambiador. Por lo tanto, al cargar y unir la proteina
alimentada al intercambiador de iones multimodal en condiciones de alta
conductividad, se obtiene un cambio hacia las propiedades hidrofobicas del
intercambiador multimodal, por lo que la interaccion de la proteina de interés con el
intercambiador de iones multimodal se basa en las propiedades hidrofébicas de

dicha proteinay el resto hidréfobo del ligando de intercambio iGnico multimodal.

Se encontro que el cambio mencionado anteriormente en el modo de cromatografia
permite una modulacion exitosa de las propiedades de separacion de la resina de
cromatografia multimodal, por ejemplo, selectividad hacia la forma monomérica de

una proteina, por ejemplo, un anticuerpo. Ademas, el cambio en el modo de



cromatografia también permite separar selectivamente las variantes de carga de
anticuerpos entre si. Estas variantes de carga de anticuerpos a menudo se
denominan especies de anticuerpos acidos, neutros o basicos. Simultaneamente,
todos los atributos principales de la cromatografia de intercambio i6nico, como la
reduccion de las proteinas de la célulahuéspedy el ADN, asi como la reduccion de
las particulas virales también se conservan. Por lo tanto, el método permite obtener

una muestra de proteina altamente pura, de alta calidad.

En una modalidad, la etapa de cromatografia multimodal comprende una columna
de lecho empaquetado clasico que contiene unaresina, una columna que contiene
material monolitico, una columna radial que contiene medio cromatografico
adecuado, unaunidad de membrana de adsorcién o cualquier otro dispositivo de
cromatografia multimodal conocido en la técnica con el apropiado medio y los
ligandos como se describe. En la columna cromatografica, el material
cromatografico puede estar presente como material de soporte en particulas al que
estan unidoslosligandos segun ladescripcion. Ladivulgaciénactual se proporciona
con respecto a una etapa de cromatografia que comprende una columna que
contiene unaresina, sin embargo, es claro para el experto en la materia que las
ensefianzas de la divulgacion se pueden aplicar igualmente con respecto a una
etapa de cromatografia que comprende unacolumna que contiene una membrana

de adsorcion .

La resina de cromatografia multimodal se puede practicar en una columna de lecho
empaquetado, una columnade lecho fluidizado/expandido, y/o una operacion por
lotes donde la resinamultimodal se mezcla con la alimentacién de proteinas durante
un cierto tiempo. Un soporte de cromatografia en fase sélida puede ser unaparticula
porosa, una particula no porosa, una membrana o un monolito. En algunas
modalidades, el soporte de fase solida que comprende el ligando multimodal se
empaqueta en unacolumnade al menos 5 mm de didmetro internoy unaaltura de
al menos 25 mm. Dichas modalidades son utiles, por ejemplo, para evaluar los
efectos de diversas afecciones sobre una proteina particular (por ejemplo,
anticuerpo). Otra modalidad emplea el soporte de fase sélida que comprende el

ligando multimodal, empaquetado en una columna de cualquier dimension



requerida para soportar aplicacionesy otras operaciones escaladas. El diametro de
la columna puede variar de menos de 1 cm a mas de 1 metro, y la altura de la
columna puede variar de menos de 1 cm a mas de 30 cm, segun los requisitos de
una aplicacion en particular. Las aplicaciones a escala comercial normalmente
tendran un diametro de columna (ID) de 20 cm 0 mas y unaaltura de al menos 20
cm. El experto en la materia puede determinar las dimensiones de columna

apropiadas.

En algunas modalidades, la columna de cromatografia de tipo membrana
comprende un material de soporte en forma de una o mas laminas a las que se une
un ligando con un resto hidréfobo y un resto cargado (ya sea positivo o negativo). El
material de soporte puede estar compuesto de material organico o material
inorganico o una mezcla de material organico e inorganico. Materiales organicos
adecuados son materiales a base de agarosa y metacrilato. Materiales inorganicos

adecuados son silice, ceramica y metales.

Las condiciones de alta conductividad, segun la presente descripcion, se refieren a
condiciones en las que la conductividad es superior a 75 mS/cm, mas
preferiblemente superior a 85 mS/cm, incluso mas preferiblemente entre 85y 120
mS/cm. A menudo se obtiene una alta conductividad al aumentar la concentracion
de sal, por ejemplo, por encima de NaCl 1 M y mas. El anién de la sal puede
seleccionarse preferiblemente del grupo que consiste en iones fosfato, sulfato,
cloruro, acetato, bromuro, nitrato, clorato, yoduro y tiocianato. El catién de la sal
puede seleccionarse preferiblemente del grupo que consiste en iones de amonio,
potasio, sodio, rubidio, litio, magnesio, calcio y bario. Las sales preferidas son
sulfatode amonio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fosfato de amonio, fosfato de
sodio, fosfato de potasio, cloruro de potasio y cloruro de sodio o una mezcla de los
mismos. El experto en la materia sabe que una sal diferente afectara la
conductividad en un grado diferente. En una modalidad preferida, la sal se
seleccionadel grupo que comprende cloruro de sodio, sulfato de amonioy fosfato
de potasio. Estos grupos de sales son especialmente adecuados para el método
divulgado actualmente, ya que generan iones que promueven fuertemente las

interacciones hidrofébicas. La mayoria de los dispositivos de cromatografia estan



adaptados con equipos para monitorear la conductividad de la fase movil o los
tampones utilizados durante la cromatografia, asi como la concentracién de sal y/o
la temperatura de lamisma. La carga de la alimentacion que comprende la proteina
de interés bajo alta conductividad también dara como resultado la unién de la
proteina de interés a la resina en condiciones de alta conductividad o alta
concentracion de sal.

En unamodalidad, la carga de la alimentacién y la unién de la proteina de interés
en la resina de cromatografia multimodal se produce a un pH de aproximadamente
7 a 9 y unaconcentracion de sal de entre 0,5 M a 3 M o0 unaconcentracion de sal
correspondiente a una conductividad de at al menos 75 mS/cm, preferiblemente al
menos 80 mS/cm, preferiblemente al menos 85 mS/cm, preferiblemente entre 80 y
120 mS/cm. En unamodalidad adicional,dichaconcentracion de sal esta entre NaCl
1 My 2 M o fosfato de potasio 0,5 My 1 M, respectivamente, 0 una concentracion
de sal correspondiente a una conductividad superior a 75 mS/cm, mas
preferiblemente superior a 85 mS/cm, preferiblemente entre 80 y 120 mS/cm. Se
observé que la unién por debajo de 1M NaCl puede ser demasiado baja para
cambiar el modo de interaccion del intercambio aniénico (AEX) a la cromatografia
de interaccion hidrofébica (HIC), mientras que, por encima de 2M NaCl, se puede
observar un efecto de sal y los amortiguadores seran menos rentables. Un pH
inferiora 7 puede dar como resultado unaunion limitada a la resina, mientras que
un pH superior a 9 da como resultado la desamidacion de proteinas, que es una
modificacién no deseada de la proteina de interés. Una condicion tipica podria ser
un eluato de la etapa (b) o un eluato derivado del mismo a una concentracion de
NaCl1Ma 2 M en untampédn HEPES o Tris (20 a 100 mM) de pH 7 a 8.

En algunas modalidades, las condiciones de la fase mévil de cromatografia (es
decir, la alimentacion) asi como la fase soélida (es decir, la resina de cromatografia)
se pueden ajustar mediante acondicionamiento o equilibrio hacia las condiciones
como se describe anteriormente, antes de realizar la etapa de cromatografia
multimodal. En otra modalidad, las condiciones de la fase movil de cromatografia
(es decir, la alimentacion) asi como la fase solida (es decir, la resina de

cromatografia) ya pueden cumplir con las condiciones requeridas, omitiendo asi la



necesidad de acondicionamiento o equilibrio. Preferiblemente, las condiciones
usadas en las etapas de procesamiento aguas arriba que conducen a la
alimentacién antes de la etapa de cromatografia multimodal del método divulgado
actualmente, se seleccionan para ser compatibles con la etapa de cromatografia
multimodal, haciendo asi que un subpaso que comprende acondicionar la
alimentacion entes de purificar la proteina de interés sea innecesario ahorrando
tiempo y recursos cuando el método se efectia como parte del proceso de

produccion de la proteina.

Debe entenderse que el ajuste o acondicionamiento de la alimentacion puede
lograrse mediante cualquier método conocido por la persona experta en la técnica,
que incluye dilucién, intercambio de tampon, titulacion o cualquier combinacién de

los mismos.

Se puede lograr un acondicionamiento destinado a disminuir la conductividad de
una alimentacién diluyendo la alimentacion con agua ultrapura o con una solucion

tampon baja en sal.

Se puede lograr un acondicionamiento que tenga como objetivo aumentar la
conductividad de la alimentacion mediante la titulacion de la alimentacién con una
cantidad adecuada de sal, una combinacion de sales o soluciones de la misma, por
ejemplo, una cantidad adecuada de una solucion de cloruro de sodio 5 M, hasta

alcanzarla conductividad deseada.

Se puede lograr un acondicionamiento que tenga como objetivo reducirel pH de la
alimentacion complementando la alimentacion con una cantidad adecuada de una
solucién acida, como una solucién de acido clorhidrico (0,2 M a 1,0 M) o0 una

solucion de &cido acético (1 M).

Se puede lograr un acondicionamiento que tenga como objetivo aumentar el pH de
la alimentacion al suplementar la alimentacién con una cantidad adecuada de una
solucion alcalina, como una solucion de hidroxido de sodio (0,2 M a 1,0 M) o una
solucién base de TRIS 2 M con pH 9,50.

Otros compuestos que pueden usarse para acondicionarla alimentacién antes de

la etapa de cromatografia multimodal son etanol, etilenglicol, propilenglicol,



polietilenglicol o cualquier otro compuesto conocido en la técnica que estimule ain
mas la union selectiva de la proteina de interés a la resina de la cromatografia

multimodal.

En algunas modalidades, durante los procesos de purificacion de proteinas a gran
escala, el alimento a menudo ya se proporciona en condiciones adecuadas para el
método divulgado actualmente, pero inadecuado para ser utilizado para métodos de
acuerdo con la técnica anterior, por lo que requiere unaetapa de acondicionamiento
adicional antes de que se pueda realizar una purificacion adicional utilizando
métodos de la técnica anterior. Por lo tanto, la divulgacion actual permite que tales
pasos intermedios se eliminen, reduciendo asi el numero de pasos durante los

procesos de produccion de proteinas, aumentando asi su efectividad y rendimiento.

En algunas modalidades, en preparacion para poner en contacto la alimentacion
con el intercambiador multimodal, es una practica comun en la técnica equilibrar
este ultimo, para lograr condiciones compatibles para la carga de la alimentacion y

la unién de la proteina de interés al intercambiador.

El equilibrio del intercambiador se puede lograr haciendo fluir un tampén de
equilibrio a través del intercambiador para establecer el pH, la conductividad, la
concentracion de sales, etc. apropiados. En algunas modalidades, el tampén de
equilibriopuedeincluircualquierade unaampliagama de opcionesdependiendo de
los requisitos de union de Una proteina particular. EI tampdén de equilibrio
normalmente incluira un compuesto de tampon para conferir un control de pH
adecuado. Los compuestos de tampdn pueden incluir, entre otros, MES, HEPES,
BICINA, imidazol, Tris, fosfato como PBS, citrato o acetato, o alguna mezclade los
tampones anteriores u otros. La concentracion de un compuesto de tampon en un
tampon de equilibriocominmente varia de 20 a 100 mM dependiendodela proteina
de interés. El pH del tampdn de equilibrio puede variar de aproximadamente pH 4,0
a pH 9,5, mas preferiblemente de 6 a 8. Como se menciond anteriormente, un pH
inferior a 6 generalmente comprometera la unién, mientras que un pH superiora 9
dard como resultado modificaciones no deseadas de la proteina. El tampén de

equilibrio también puede comprender una sal para ajustar la fuerza ionica o la



conductividad de la solucion segun sea necesario.Los ejemplos de sales
adecuadasincluyen sulfato de amonio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fosfato
de amonio, fosfato de sodio, fosfato de potasio, cloruro de potasio, cloruro de sodio

0 mezclas de los mismos.

La elucion de la proteina de interés del intercambiador multimodal se puede realizar
conlaayudade untampdn de elucién. Tantola elucién en gradiente como la elucion
isocratica pertenecen a las opciones de elucion. Durante la elucién isocratica, la
composicion de la fase moévil permanece constante durante todo el
procedimiento. Por el contrario, durante la elucién en gradiente, la composicion de

la fase movil se altera durante el proceso de elucion.

Al optar por una elucion en gradiente, la elucién puede hacerse disminuyendo
gradualmente el pH en el tampdn de elucién o disminuyendo gradualmente la

concentracion de sal (como NaCl) en el tampon de elucién o ambos.

En wuna modalidad, la elucibn ocurre disminuyendo gradualmente vy
escalonadamente el pH de dicho tampon de elucion por debajo de 7. En una
modalidad adicional, el pH de dicho tampdn de elucion disminuye gradualmente de
un pH 8 a al menos un pH de aproximadamente 5,5 o inferior. En otra modalidad, la
elucién ocurre disminuyendo gradualmente y escalonadamente la concentracion de
sal del tampdn de elucién, a unaconcentracion de sal por debajo de 0,5 M. En una
modalidad adicional,dichaconcentracién de sal pasara de las condicionesde carga
usadastales como 2 M o0 1 M a por debajo de 0,5 M (manteniendo la concentracion
de tampodn igual). Preferentemente, se usa una solucion de NaCl, (NH4)2S04 o
KPOa4. En una modalidad adicional, la elucion se puede lograr disminuyendo tanto
el pH como disminuyendo la concentracion de sal del tampon de elucion conforme

a las condiciones descritas anteriormente.

La cantidad de pasos necesarios durante la elucion en gradiente y el gradiente de
pH, asi como el gradiente de sal, dependeran de la naturaleza de la proteina a

purificar.

Alternativamente, se usa elucion isocratica, en donde dicho tampén de elucion

tendrd unaconcentracion de sal constante o un pH constante. En una modalidad,



dicho tampon de elucion tendrd una concentracion de sal de entre 5 mM y 500 mM,
mas preferiblemente 10 mM y 450 mM. Preferentemente, se usa NaCl, (NH4)2SOa4
0 KPOas. En otra modalidad, el pH de dicho tampén de elucién estara entre
aproximadamente 5,5y 7, tal como 6. Un ejemplo es un tampén MES de pH 6. En
una modalidad adicional, se usa una combinacién de pH y concentracién de sal
como se describi6 anteriormente. para eluirla proteina de interés. Un ejemplo esun
tampon MES 50 mM y NaCl 350 mM con un pH 6.

La elucién tipicamente ocurre en aproximadamente 3 a aproximadamente 20
volimenes de columna.Después del uso, la resina multimodal puede
opcionalmente limpiarse, despojarse, desinfectarse y almacenarse en un agente
apropiado y, opcionalmente, reutilizarse. Procedimientos para el despojamiento de
la resina incluyen, por ejemplo, el tratamiento de la resina con acido acético, por

ejemplo, entre 50 mM y 150 mM de acido acético.

Entre la carga/unién dela proteina y la elucion, se pueden realizar uno o mas pasos
de lavado. El lavado puede ser ventajoso para reequilibrar la columnay eliminar las
impurezas débilmente unidas antes de la elucién. El tampon de lavado es el mismo
que el tampén utilizado para equilibrar el intercambiador multimodal o esta
condicionado para tener un pH y conductividad que dara como resultado la
desorcién de impurezas débilmente unidas sin la desorcion del compuesto objetivo
del intercambiador multimodal de cromatografia. EI tampdn de lavado puede
contener, por ejemplo, Tris, HEPES, fosfato, BICINA, trietanolamina MES, cloruro
de sodio, fosfato de amonio, sulfato de sodio y / o fosfato de potasio. En algunas
modalidades, las condiciones de lavado generalmente varian y deben seleccionarse

experimentalmente para cada combinacion de resina/ proteina de interés.

Cuando el agente de tampoén y la sal son el mismo producto quimico, se obtiene la
ventaja adicional de que la alteracion de condiciones tales como la conductividad o
la concentracion de sal durante la elucién se puede realizar sin la necesidad de
volver a acondicionar la muestra. Por lo tanto, en una modalidad, el producto
quimico de tampdn utilizado es el mismo quela sal utilizadapara conducirla elucion

de la resina.Por ejemplo, cuando se usa fosfato como agente de tampon, los



fosfatos de potasio se usan preferiblemente como sales para llevar a cabo la elucion
de la resina. Esto da como resultado un proceso de purificacion mas rapido y
eficiente al reducir la cantidad de pasos, asi como la cantidad de quimicos /
tampones requeridos durante el procedimiento de purificacién, y eventualmente

también reduce los costos del proceso.

La alimentacion comprende al menos una proteina de interés tal como anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos, proteinas de fusién, enzimas, proteinas recombinantes
u otras proteinas expresadas por las células. En una modalidad, la proteina de
interés es un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal, por ejemploun
anticuerpo monoclonal anti-TNFa. En otra modalidad, la proteina de interés es un

fragmento de anticuerpo.

En algunas modalidades, los anticuerpos que pueden purificarse segun el presente
método son anticuerpos que tienen un punto isoeléctrico de 6,0 o superior,
preferiblemente 7,0 o superior, mas preferiblemente 7,5 o superior. Estos
anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas de la clase G, A o M. Los anticuerpos
pueden ser humanos, o no humanos (como roedores) o quimeéricos (por ejemplo,
"humanizados"), o pueden ser subunidades de las inmunoglobulinas mencionadas
anteriormente, o pueden ser proteinas hibridas que consisten en una parte de
inmunoglobulina y una parte derivada de o idéntico a otra proteina (no
inmunoglobulina). El material de anticuerpo resultante del método como se describe
en el presente documento generalmente tendrd una pureza muy alta (en referencia
al contenido de proteina) de al menos 98%, preferiblemente al menos 99%, mas

preferiblemente al menos 99,9%, incluso lo més preferiblemente al menos 99,99%.

En algunas modalidades, los procesos comerciales a gran escala de produccion de
proteinas y purificacion posterior a menudo pueden comprender etapas de
purificacién iniciales, etapas de inactivacion viral y etapas de purificacion finales que
a menudo se denominan pulido. Aunque es necesario para lograr un alto nivel de
pureza de proteinas, el pulido puede conducir a una pérdida significativa de
rendimiento de proteinas, lo que debe evitarse desde un punto de vista

comercial. En una modalidad, el método de purificacién de proteinas proporcionado



por la divulgacién actual es el Unico paso de purificacion final realizado durante el
proceso de produccion y purificacion de proteinas. Debido a la eficacia mejorada
del método segun el método actual, un solo paso de purificacion o cromatografia es
suficiente para realizar la compleja tarea de los pasos consecutivos de purificacion
o cromatografia de la técnica anterior. El método actualmente divulgado permite asi
disminuir el nUmero de pasos necesarios durante los procesos de produccion y
purificacion de proteinas. Una reduccion en el niumero de pasos lleva a una
reduccion en el equipo necesario para el proceso, el niumero de consumibles, el
tiempo necesario para realizar la purificacion y el OPEX, todo sin unareduccion en
la calidad, pureza o rendimiento de la proteina. Por consiguiente, el método de la
divulgacion ofrece ventajas irresistibles para la produccion a nivel industrial de
proteinas purificadas tales como proteinas recombinantes, mas en particular,
anticuerpos monoclonales. De acuerdo con esto, y en otra modalidad o
modalidades adicionales, el método para la purificacion de proteinas como se
describe en el presente documento se usa como una etapa de pulido,
preferiblemente como una etapa de pulido durante los procesos de produccién de
proteinas a gran escala. El paso de pulido de la divulgacién proporciona un método
para obtener un producto de proteina purificada con un grado mas alto de pureza

sin comprometer el rendimiento del proceso de produccion.

En una modalidad, el método para la purificacién de proteinas como se describe en
el presente documento se usa como un paso de pulido, en el que el paso de pulido
esta precedido por al menos un paso anterior, dicho paso podria ser un paso de
clarificacion de una cosecha de cultivo celular o un paso de cromatografia o
ambos. Durante un proceso de produccién de proteinas, el paso de clarificacion
realizado en una cosechade cultivo celularasegurala eliminacion de los desechos
celularesy otros contaminantes de la cosecha cruda de cultivo celular. La cosecha
del cultivo celularse obtienetipicamente cultivando célulasen un biorreactor. Como
resultado de la clarificacion, se obtiene unaalimentacion que comprende la proteina
de interés que es adecuada para los pasos de procesamiento aguas
abajo. Preferiblemente, el método actual usa una etapa de clarificacién de acuerdo
con PCT/EP2018/058366 y US62/670,220 cuyo contenido se incorpora aqui como



referencia en su totalidad. De manera breve, el paso de clarificacion se basa en la
formacién de floculos en la cosecha del cultivo celular, seguido por una remocion
eficiente de los floculos empleando la alimentacion resultante que comprende la

proteina de interés.

El paso de clarificacion del método actual incluye un paso de intercambio
aniénico. En una modalidad, el paso de intercambio aniénico es un paso de
intercambio anionico liquido. Este paso de intercambio aniénico liquido se realiza,
en unamodalidad, mediante la adicion de compuestos electropositivos a la cosecha
de cultivo celular.Se cree que los compuestos electropositivos se unen a
componentes cargados negativamente derivados de las células huésped, tales
como, pero sin limitarse a, acidos nucleicos que incluyen ADNy ARN de la célula
huéspedy virus de la célula huésped. Por consiguiente, unaventaja de incluirun
paso de intercambio anidnico durante la clarificacion celular es la contribucion
potencial de los compuestos electropositivos a lareduccion de componentes virales
en la cosecha del cultivo celular. Los compuestos electropositivos se proporcionan
durante la clarificacion, ya sea en unafase soélidacomo unida a perlas o a un filtro
de profundidad, o como compuesto adecuados efectuando asi un paso liquido de

intercambio aniénico.

Los compuestos electropositivos adecuados son cualquier compuesto cargado
electropositivo tal como polisacarido electropositivo, polimero electropositivo,
quitosano, derivados de quitosano como quitosano desacetilado, polimeros
sintéticos como cloruro de polidialildimetilamonio (pDADMAC o poliDDA), poli
(alilamina) benciladay polietilenimina, particulas disponibles comercialmente como
TREN (BioWorks, WorkBeads TREN, alto) o tensioactivos cationicos como el
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (también conocido como CTAB) o cualquier
combinacion de los mismos. Sin querer limitarse a la teoria, se cree que los
polimeros electropositivos actian como agentes de floculacion porque pueden unir
simultdneamente varios contaminantes cargados negativamente, como el ADN y el
ARN de la célulahuésped, lo que provoca la formacion de un floculo. Se encontrd

que los compuestos electropositivos arriba mencionados se desempefian



extremadamente bien (formacién de floculo y tamafio de fléculo) cuando se

combinan con filtrado usando DE en concordancia con el método de la divulgacion.

En otra modalidad, uno o mas compuestos seleccionados del grupo de acidos
grasos quetienende 7 a 10 atomos de carbono y derivados de los mismos o ureidos
se afladen adicionalmente a la cosecha de cultivo celular durante la etapa (a). Los
diferentes compuestos de la etapa (a) pueden mezclarse antes de su adicion
simultanea al cultivo celular. Esto es ventajoso ya que reduce el nimero de pasos
necesarios para obtener un cultivo celular clarificado. Los compuestos de la etapa
(a) también podrian afiadirse por separado, secuencialmente y/o alternativamente

al cultivo celular.

Los ureidos y los acidos grasos descritos anteriormente son especialmente
adecuados para (adicionalmente) inducir la precipitacion y floculacion de las
impurezas asociadas al cultivo de células huésped en la etapa (a) del método de
acuerdo con la descripcién. Se cree que los &cidos grasos que tienen de 7 a 10
atomos de carbono, por un lado, ejercen interacciones hidrofébicas con impurezas
derivadas de células huésped hidrofdbicas, causando su aglomeracién. Los acidos
grasos adecuados pueden ser acido enantico (acido heptanoico), acido caprilico
(acido octanoico), acido pelargénico (acido no nanoico), acido caprico (acido
decanoico) o cualquier combinacion de los mismos. El acido graso puede afiadirse
en forma de un derivado de acido graso, por ejemplo, unasal de acido graso, tal
como una sal de sodio, por ejemplo, caprilato de sodio. Se cree que los ureidos, por
otro lado, funcionan como agentes aglutinantes al interactuar con impurezas en
solucién, por ejemplo a través de enlaces de hidrégeno.Los ureidos son
compuestos organicos derivados de laurea y pueden teneruna estructura ciclica o

acilica. Los ureidos incluyen, entre otros, alantoinay acido alantoico.

Los compuestos que se agregan al cultivo celular estimularan la precipitacion de
impurezas y/o la agregacion o aglomeracién de impurezas, precipitados o particulas
presentes en la cosecha. Especificamente, las fracciones precipitadas contienen
impurezas de la célula huésped, por ejemplo, células huésped, proteinas de la

célulahuéspedy ADN de la célula huésped. La floculacién de las impurezas de la



célula huésped se logra debido a la capacidad de los compuestos afiadidos de
ejercer interacciones hidrofébicas, interaccionesionicas y/o enlaces de hidrogeno
con las impurezas relacionadas con las células huésped presentes en la cosecha
del cultivo celular u otros mecanismos de interaccion. Las fracciones precipitadas
pueden incluirademas componentes virales presentes en las células huésped. La
clarificacion celularen el paso (a) contribuye a la eliminacion viral de la alimentacion
de multiples maneras. Primero, Se sabe que los acidos grasos de cadena media
tienen actividad antiviral y se ha demostrado previamente que causan la
precipitacion de particulas virales. Finalmente, los compuestos electropositivos
utilizados en el paso (a) son capaces de unir particulas virales basadas en
interacciones electrostaticas con este wltimo. En consecuencia, el paso (a)

contribuye significativamente a la eliminacién viral de la alimentacion.

Simultaneamente a la adicion de los compuestos descritos anteriormente o en una
etapa posterior, se agrega DE a la cosecha de cultivo celulary se deja sedimentar
como una capa o torta de DE en una superficie, preferiblemente un filtro de soporte
gue tiene unasuperficie de filtro (impermeable a DE) en donde la superficie del filtro
puede no necesitar ser una superficie horizontal, plana o en forma de disco, pero
puede ser, por ejemplo, en forma de vela. Una modalidad de un filtro especifico se
describe en el documento US62/670.220 que se incorpora en su totalidad como
referencia en el presente documento.En resumen, dicho recipiente puede
comprender un revestimiento flexible en el que dicho recipiente de filtracion incluye
al menos un filtro que tiene una superficie sobre la cual el medio de filtro dinamico
se acumula en una torta, dicha torta y al menos un filtro adaptado, durante la
operacion de filtracion, le permiten a un filtrado que incluye moléculas objetivo pasar
a través de ellay dichatorta, durantela operacion de filtracion,adaptado para evitar
gue materiales solidos no deseados pasen a través del mismo; y una fuente de
retrolavado que incluye un fluido de retrolavado y conectada de forma fluida al
recipiente de filtracion a través del al menos un filtro, dicha fuente de retrolavado,
durante la operacion de retrolavado, esta adaptada para suministrar fluido de
retrolavado a través del al menos un filtro para eliminar la torta formada en el

filtro. En una modalidad, dicho recipiente de filtracion incluye al menos un filtro de



vela que tiene unasuperficie sobre la cual el medio de filtro dindmico se acumula
en una torta, dicha torta y al menos un filtro estan adaptados, durante el
funcionamiento normal, para permitir que pase un filtrado que incluye moléculas
objetivo a través del mismo y dicha torta, durante el funcionamiento normal,
adaptado para evitar que los materiales solidos no deseados pasen a través del
mismo, El recipiente de filtracion incluye un revestimiento flexible para recibir la
solucion de recoleccidn de cultivo celulary en comunicacion fluida con al menos un
filtro de vela. En una modalidad, el recipiente de filtracion comprende un recipiente
externo rigido o semirrigido para recibir el revestimiento flexible. En una modalidad,
esta presente un actuador para plegar el revestimiento flexible. Dicho revestimiento
flexible puede incluirun drenaje o un agitador. En una modalidad, al menos un filtro

de vela esta suspendido dentro del revestimiento flexible.

Tal torta de DE contendra una estructura que comprende una pluralidad de canales
o caminos. Tras la filtracién de la cosecha de cultivo celular que comprende los
fléculos a través de la capa o torta de DE, la estructura de la torta de DE retiene la
materia grande, como las células, los desechos celulares y otros compuestos
grandes no objetivo de la solucion obtenida). Las proteinas, que tienen un tamafo
mas pequefio,fluyen através de los canalesde la estructura de latorta de DE. Para
facilitar dicho flujo, se usa una bomba u otra ayuda para dispensar presion u otro
mecanismo de accionamiento de fluido como se describe adicionalmente en las

modalidades a continuacion.

El uso de DE para facilitar la filtracion supera las limitaciones impuestas por los
cambios fisicos del cultivo celular después de la floculacién, que tienden a hacer
compleja la clarificacion de rutina. Por ejemplo, en caso de filtracion profunda, se
necesita una superficie muy significativa de filtros profundos para aclarar la primera
solucién que comprende los precipitados formados. El uso de DE permite lograr
ventajas operativas significativas que incluyen un tiempo de procesamiento mas
corto, menos pasos de proceso, menos materiales de proceso, menos equiposy
soluciones, sin comprometer la calidad del paso de clarificacion de la
celda. Finalmente, la filtracion de la cosecha de cultivo celular floculado da como

resultado unaalimentacion que comprende la proteina de interés.



Una etapa de cromatografia que precede a la etapa de pulido de acuerdo con la
modalidad mencionada anteriormente del método de la descripcion puede referirse,
por ejemplo, a unacromatografia de intercambio idnicoliquido realizadacomo parte
del proceso de clarificacién. En una modalidad adicional, la etapa de cromatografia
que precede a la etapa de pulido puede referirse a una etapa de captura de
proteinas basada en una etapa de cromatografia de intercambio iGnico o una etapa
de cromatografia de afinidad realizada en la cosecha de cultivo celular clarificada
antes de la etapa de pulido. En otra u otra modalidad, la alimentacién para el pulido
de cromatografia multimodal de acuerdo con la descripcién es una fraccion de flujo
continuo de una etapa de cromatografia o unafraccion derivada de la misma. La
eliminacion de impurezas clave en los pasos que preceden al paso de pulido de

acuerdo con la divulgacién actual permite un rendimiento mejorado de este altimo.

Durante un procesamiento de proteina, una alimentacion que comprende una
proteina de interés y virus se sometera tipicamente a un paso o proceso de
inactivacion de virus. Después de la inactivacion del virus, el virus o las particulas
virales todavia estan presentes en la alimentacién y deben eliminarse de manera
eficiente, lo que garantiza un alto rendimiento y pureza de las proteinas. La
inactivacion viral puede haberse logrado en una etapa que precede a la etapa de
pulido de acuerdo con la divulgacion actual mediante el uso de un pH bajo,
inactivando asilos virus en la alimentacion, en consecuencia, laalimentaciéon puede
comprender virus o particulas virales inactivados. Al realizar el método actual para
la purificacidn de proteinas después de la inactivacion viral, se obtiene una proteina

muy puracon un alto rendimiento.

Los pasos de cromatografia de acuerdo con el método divulgado pueden realizarse
en modo por lotes. Alternativamente, dichos pasos de cromatografia se realizan en
modo continuo. Cuando se realiza en modo por lotes, dicho paso de cromatografia
se repite sobre unacolumna (lote de unasola columna) o multiples columnas (lote
paralelo) hasta que se haya cargado toda la alimentacion y posteriormente se haya
eluido.El eluido o los eluidos agrupados, respectivamente, se agrupan
opcionalmente antes de proceder al siguiente paso de

purificacion. Alternativamente, los pasos de cromatografia se pueden realizar como



un proceso continuo donde cada paso del método de purificacion se realiza
simultdneamentey unasola columna o multiples columnas se cargan y se eluyen
continuamente. Si bien la secuencia clasica de operacion por lotes no requiere
adaptaciones especificas del equipoy a menudo da como resultado una proteina
de alta pureza, El método actual es adecuado para realizarse en un proceso de
modo continuo de columna paralela. Un modo continuo ofrece las ventajas
adicionales de que se puede lograr una productividad mas alta ya que la eficiencia
del proceso de purificacion de proteina se incremente. En adicion, el modo continuo
ayuda a reducir los costos de produccion de proteina al reducir la cantidad de
consumibles requeridos para una escala de purificacibn mas grande. La
cromatografia en modo continuo, por ejemplo, permite reducir el tamafio de la

columna de cromatografia sin sacrificar la productividad del paso de purificacion.

Se supone que la presente invencidn no esta restringida a ninguna forma de
modalidad descrita anteriormente y que se pueden agregar algunas modificaciones

sin unanueva evaluacion de las reivindicaciones adjuntas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un diagrama de flujo que muestra unavision general de un proceso

comercial a gran escalade produccién y purificacion de proteinas.

Los procesos comerciales a gran escala de produccion de proteinas 'y purificacion
posterior a menudo comprenden etapas iniciales de purificacion, etapas de
inactivacion viral y etapas finales de purificacion que a menudo se denominan
pulido. Aunque es necesario para lograr un alto nivel de pureza de proteinas, el
pulido puede conducir a una pérdida significativa de rendimiento de proteinas, lo

gue debe evitarse desde un punto de vista comercial.

El paso de clarificacion 1 se realiza en una cosechade cultivo celulary asegura la
eliminacion de los restos celularesy otros contaminantes de la cosecha de cultivo
celular cruda. La cosecha del cultivo celular se obtiene tipicamente cultivando

células en un biorreactor. Como resultado de la clarificacion, se obtiene una



alimentacién que comprende la proteina de interés que es adecuada para los pasos

de procesamiento aguas abajo.

Unaprimera purificacionde proteinas 2 que precede a la etapa de pulidode acuerdo
con una modalidad del método puede comprender una etapa de captura de
proteinas basada en una etapa de cromatografia de intercambio ibnico o una etapa

de cromatografia de afinidad realizada en la cosecha de cultivo celular clarificada.

Durante un procesamiento de proteina, una alimentacién que comprende una
proteina de interés y virus se sometera tipicamente a una etapa de inactivacion de
virus 3. La inactivacion viral se puede lograr en unaetapa que precede a la etapa
de pulido de acuerdo con la divulgacion actual mediante el uso de un pH bajo, por
inactivando asilos virus en la alimentacion, en consecuencia,laalimentacion puede

comprender virus inactivos o particulas virales.

Los métodos de la técnica anterior combinan varios pasos de pulido y un paso
intermedio de ultrafiltracién o filtracion profunda para lograr un alto grado de pureza
de la proteina de interés purificada. Cuando el método actual para la purificacion de
una proteina se usa como el paso de pulido 4, los multiples pasos de los métodos
de la técnica anterior se reducen a un solo paso, basado en el uso del paso de
cromatografia de intercambio i6nico multimodal. En la figura 1, el intercambio
aniénico se muestra como un ejemplo, pero el experto en la materia comprendera

que el intercambio catidnico pertenece igualmente a las opciones.

El uso de intercambio de iones multimodal da como resultado la reduccion del
tiempo del proceso de purificacion, el espacioy los consumibles sin comprometer el
grado de purezade la proteina al final del proceso de purificacién. El paso de pulido

4 conduce a la proteina purificada de interés.

Opcionalmente, el proceso de purificacion incluye un paso adicional de filtracion

viral 5y un paso de formulacién 6.

La figura 2 es un diagrama de flujo que representa unavisién general del método

para purificar una proteina de acuerdo con una modalidad de la divulgacion.



La modalidad representada del método descrito para la purificacion de una proteina
de interés emplea una etapa de cromatografia de intercambio anidnico
multimodal. La carga de la alimentacion y la unién de la proteina de interés 9 sobre
la resina de cromatografia multimodal de acuerdo con esta modalidad se produce a
un pH de aproximadamente 7 a 9 y una alta conductividad de al menos 75 mS /
cm. Las condiciones de alta conductividad dan como resultado un cambio hacialas
propiedades hidrofobicas del intercambiador multimodal, por lo que la interaccion
de la proteina de interés con el intercambiador iénico multimodal se basa en las
propiedades hidrofébicas de dicha proteina y el resto hidrofébico del ligando de
intercambio iénico multimodal. Este cambio permite una modulacion exitosa de las
propiedades de separacion de la resina de cromatografia multimodo, por ejemplo,
selectividad hacia la forma monomérica de una proteina, por ejemplo, un
anticuerpo. Ademas, el cambio en la cromatografia también permite separar
selectivamente las variantes de carga de anticuerpos entre si. Simultdneamente,
también se conservan todos los atributos principales de la cromatografia de
intercambio aniénico, como la reduccién de las proteinas de la célulahuéspedy el
ADN, asi como lareduccion de las particulas virales. Por lo tanto, el método permite

obtener una muestra de proteina altamente pura, de alta calidad.

Las condiciones de la alimentacidén que comprende la proteina de interés, asi como
la resina de cromatografia, se ajustan por acondicionamiento 7 y equilibrando 8
hacia las condiciones descritas anteriormente, antes de realizar la etapa de
cromatografia multimodal, o ya pueden cumplir las condiciones descritas. El
acondicionamiento 7 de la alimentacién a una alta conductividad puede realizarse
complementando la alimentacion con una cantidad adecuada de sal o una

combinacioén de sales.

Despuésde lacargay la union 9de la proteina de interés a laresina de intercambio
idnico multimodal, laresina se lava 10 dos veces con 3 a 20 veces el volumen de la
columna. Esto permite eliminar contaminantes no unidos y débilmente unidos de la

columna.



La proteina purificada se eluye luego de la resina de cromatografia de intercambio
multimodal usando elucion isocratica o gradiente. En la modalidad actual, la elucion
isocratica se realiza con un tampoén de elucién, que tiene una concentracion de sal
de entre 250 mM y 500 mM y un pH de entre 5,5y 6,6.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos estan destinados a aclarar aiun mas la divulgacion, pero no

deben considerarse como una limitacién de esta ultima.

Ejemplo 1: Purificacién de un anticuerpo

Se paso6 unasolucion de proteina que contenia un anticuerpo de interés a través de
una matriz de cromatografia multimodal, Capto Adhere Impres, GE Lifesciences, en
modo de union-elucién usando un sistema de cromatografia AKTA 150. La columna
se equilibré con un tampén HEPES 50 mM, NaCl 2 M, pH 7,0. Después de la unién
a la matriz de la columnaa 30 g/l, la columnase lavé con un tampén HEPES 50
mM, NaCl 1,5 M, pH 7,0. La proteina de interés se eluy6 de la columna mediante
elucion isocratica con un tamp6on HEPES 50 mM, NaCl 0,35 M, pH 7,0. Se logra
mas del 98% de pureza del anticuerpodeinterés despuésde este paso de columna,

segun lo evaluado por SEC-HPLC.

Ejemplo 2

Para este ejemplo, se usaron aproximadamente 10 ml de anticuerpo de
Aadalimumab purificado por afinidad que tiene una concentracion de 7 mg/ml

procedente de cultivo celularde 10 litros.

El pH de la solucion despuésde la neutralizacion fue pH 7,0, donde la neutralizacion
se realizé usando unasolucién de base Tris 2 M que tiene un pH de 9,4. Al usar
esta solucion, el pH de la proteina eluida por afinidad se elevo de pH 3,5 a pH
7,0. Despuésde la neutralizacion,laconductividad dela fraccion principal eluida por
cromatografia de afinidad fue de 5,4 mS / cm. La fraccién principal eluida por
cromatografia se reacondicioné usando solucién concentradade NaCl5 M a una

conductividad de aproximadamente 92 mS / cm. Esta concentracion de sal coincidia



con la conductividad del tampon de union del mismo. El pH de la solucion también
se ajustd utilizando 150 pul de NaOH 5 M a pH 7,0.

Después de la etapa de reacondicionamiento, la proteina se cargd en una columna
Capto MMC HiScreen (0.8x10 cm) de intercambiador de cationes de modo mixto,
con un volumen de lecho de 4.7 ml ajustado al sistema de cromatografia AKTA 150
(GE Lifesciences), a 200 cm/h. Antes de la carga, la columna se equilibré con un
tampon KPO4 1 M, pH 7,0. La carga se realizdé a 14 mg/ml de matriz y 3 minutos de
tiempo de residencia, la columna se lavd con el mismo tampdén (primer
lavado). Después del primer paso de lavado, la proteina se eluyé de la columnacon
un tampén KPOs4 10 mM, pH 7,0. El cromatograma confirmé un excelente
rendimiento de la proteina de interés (ver figura 3). En la Tabla 1 se proporcionan

ejemplos adicionales de modalidades de acuerdo con la divulgacién actual.

Tabla 1: Condiciones de cromatografia multimodal segun modalidades del
método divulgado

Condiciones A | Condiciones B Condiciones C
Condiciones de | Condiciones de alta conductividad: Condiciones de alta
equilibrado vy Hasta NaCl 2M o hasta KxPOa4 1M conductividad:
union Alto pH: Hasta NaCl 2M o hasta
Hasta pH 8,5 KxPO4 1M
pH neutro
Condiciones de Lavado 1 — mismas que del equilibrio
lavado Lavado 2 Lavado 2 Lavado 2
Conductividad Conductividad Conductividad  levemente
levemente menor levemente menor menor
pH sin cambio pH levemente menor pH neutro
Condiciones de | Gradiente de elucion: | Gradiente de elucién: Elucion isocratica:
elucion Concentracion Concentracion Concentracion de la sal
descendiente de la | descendiente de la sal | significativamente menor a
sal a pH constante a pH descendiente pH constante.

Si bien las modalidades preferidas de la presente invencion se han mostrado y
descrito en este documento, serd obvio para los expertos en la materia que tales
modalidades se proporcionan solo a modo de ejemplo. Numerosas variaciones,
cambios y sustituciones se le ocurrirdn alos expertos en la materia sin apartarse de
la invencion. Debe entenderse que pueden emplearse diversas alternativas a las
modalidades de la invencion descritas en la presente memoria en la practica de la

invencion. Se pretende que las siguientes reivindicaciones definan el alcance de la



invencion y que los métodos y estructuras dentro del alcance de estas

reivindicacionesy sus equivalentes estén cubiertos de ese modo.



REIVINDICACIONES

1. Un método para purificar una proteina de interés, en donde dicha proteina
esta presente en unaalimentacién,y en donde dicho método comprende un
paso de cromatografia multimodal, en donde dicha alimentacion se puesta
en contacte con un intercambiador de iones multimodal que comprende un
ligando con un residuo hidrofébico y un residuo cargado y en donde la unién
de dicha proteina de interés a dicho intercambiador ocurre bajo condiciones
de alta conductividad.

2. Al método de acuerdo con la reivindicacion anterior, en donde dicha
alimentacién es suplementada con una cantidad adecuada de una sal o una
combinacién de sales antes de dicho paso de cromatografia multimodal.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
donde dicha alimentacién es suplementada con una cantidad adecuada de
sulfato de amonio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fosfato de amonio,
fosfato de sodio, fosfato de potasio, cloruro de potasio, cloruro de sodio o una
mezcla de los mismos antes de dicho paso de cromatografia multimodal.

4. El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde la concentracion de sal de dicha alimentacion durante la unién esta
entre 0,5 My 3 M.

5. El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde dichaconcentracién de salde dichaalimentacién durantelauniénesta
entre 1 My 2M.

6. El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde dicho residuo cargado esta cargado positiva o negativamente.

7. El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores 1 a
5, en donde dicho intercambiador multimodal tiene tanto residuos cargados
positivamente como residuos cargados negativamente.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
dondedichointercambiadormultimodal comprende residuos adicionales, que

permiten la funcionalidades adicionales de interaccion diferentes al



intercambio i6nico de dicha columna, tal como residuos que posibilitan la
interaccion hidrofobica o residuos que posibilitan la unién de hidrégeno.

9. El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde dicha alimentacién es suplementada con una cantidad adecuada de
una solucién 4cida o con una cantidad adecuada de una solucion alcalina
antes del paso de cromatografia multimodal.

10.El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde dichaunion ocurre aun pH de alrededor de 7 a 9.

11.El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde el paso de cromatografia multimodal se usa como un paso de pulido.

12.El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicho paso de
cromatografia multimodal es el Gnico paso de pulido.

13.El método de acuerdocon cualquierade lasreivindicaciones9a 10, en donde
dicho paso de pulido es precedido de un paso de clarificacién de la cosecha
del cultivo celulary un paso de cromatografia.

14.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
dondedicha proteina es eluida de dicho intercambiador multimodal mediante
un gradiente de elucion, al reducir gradualmente el pH de un tampén de
elucion debajo de 7 y/o al reducir gradualmente la concentracion de sal en
un tampén de elucién por debajo de 0,5 M.

15.El método de acuerdocon cualquieradelasreivindicacionesla 13, en donde
dicha proteina es eluida de dicho intercambiador multimodal por elucion
isocratica con untampén de elucion, en donde dichotampon de elucion tiene
unaconcentracion de sal de entre 10 MM y 500 mM y/o un pHentre 55y 7.

16.El método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde dicha alimentacion comprende virus inactivados.

17.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
dondela alimentacion para la cromatografia multimodal es la fraccion de flujo
gue pasa un paso de cromatografia o una fraccion derivada del mismo.

18.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en

donde dicha proteina es un anticuerpo.



19.EI método de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones anteriores, en
donde dicho método se realiza en modo de cromatografia por lotes o en
modo de cromatografia continua.

20.Un kit que comprende:

- Unaresinade cromatografia multimodal que comprende un ligando
con un residuo hidrofébico y un residuo cargado; y
- Un tampdn con una concentracion de sal de entre 0,5y 3 M y/o
unaconductividad superiora 75 mS/cm.

21.Un intercambiador iénico multimodal que comprende un ligando con un
residuo hidrofébico y un residuo cargado; y una proteina unida a dicho
residuo hidrofobico.

22.El intercambiador ionico multimodal de acuerdo con la reivindicacion 21, en
donde dicha proteina antes de ser cargada esta presente en un tampon con
unaconcentracion de sal entre 0,5y 3 M y/o con una conductividad superior
a 75 mS/cm.

23.El intercambiadoriénico multimodal de acuerdo con la reivindicacion 21 que
comprende un tampdn con unaconcentracion de sal de entre 0,5y 3 M y/o
una conductividad superiora 75 mS/cm.

24 .Elintercambiadoriénico multimodal de acuerdo con lareivindicacion 210 22,
que comprende un tampdn a un pH de alrededor de 7 a 9.

25.El intercambiador iénico multimodal de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde dicho intercambiador multimodal
comprende residuos adicionales, que permiten funcionalidades de
interaccion adicionales diferentes a dicha columna de intercambio iénico, tal
como residuos que posibilitan la interaccién hidrofobica o residuos que
posibilitan los enlaces de hidrégeno.

26.Un sistema de purificacidon de proteinas que comprende un intercambiador
idbnico multimodal que comprende un ligando con un residuo hidrofébico y un
residuo cargado, el sistema comprende ademas una alimentacion de
proteina que tiene un pH entre alrededor de 7 y alrededor de 9, y una
concentracion de sal entre alrededor de 0,5 My 3 M.



27.El sistema de purificacion de porteinas de la reivindicacion 26, en donde el
residuo hidrofébico y el residuo cargado se encuentran en ligandos

separados.



RESUMEN

La presente divulgacion describe un método para purificaruna proteina, en donde
dicha proteina est4 presente en una alimentacién, y en donde dicho método
comprende un paso de cromatografia multimodal, en donde dicha alimentacion es
puesta en contacto con un intercambiador iénico multimodal que comprende un
ligando con un residuo hidrofébico y un residuo cargado y en donde la uniénde la
proteina de interés a dicho intercambiador ocurre bajo condiciones de alta
conductividad.
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