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DESCRIPCION
Ultrafiltracién/diafiltracion en dos fases
SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para preparar una formulacién de proteina concentrada y composiciones
que comprenden dicho preparado, en particular se refiere a métodos para preparar una formulacién de un producto
del plasma concentrado, en particular se refiere a métodos de preparacién y composiciones que comprenden IgG
concentrada.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Habitualmente, se utiliza Gnicamente un tipo de membrana de ultrafiltracion para conseguir concentraciones finales
de productos de plasma para formulacion. La investigacion ha demostrado que la ultrafiltracion con cassette puede
producir concentraciones mas elevadas. Sin embargo, debido a la viscosidad mas elevada y la concentracién
elevada de proteina, la recuperacién del producto se reduce ampliamente a medida que la membrana tiende a
obstruirse o a presentar incrustaciones. Los estudios también han demostrado que centrdndose en concentraciones
elevadas se evita la recuperacion de la membrana después de la limpieza.

Por consiguiente, seria deseable dar a conocer un método para concentrar un producto del plasma para conseguir
concentraciones finales mas elevadas, a la vez que se minimiza la pérdida de rendimiento y el impacto en el tiempo
de procesado.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion da a conocer un método para concentrar una proteina de una solucién que
comprende la proteina. El método comprende:

a) ultrafiltrar la solucion utilizando una primera membrana para formar una primera solucion de fraccion retenida
gue comprende la proteina a una primera concentracion, en el que la primera membrana tiene un corte de peso
molecular suficiente para retener, como minimo, una parte de la proteina presente en la solucion;

b) diafiltrar la primera solucion de fraccién retenida con una solucién acuosa utilizando la primera membrana
para formar una segunda soluciéon de fraccion retenida que comprende la proteina a aproximadamente la
primera concentracion;

c) formular la segunda retencién que comprende la proteina diafiltrada con glicina y ajustar el pH; y

d) ultrafiltrar la segunda solucion de fraccion retenida utilizando una segunda membrana para formar una
solucién final de fracciéon retenida que comprende la proteina a una segunda concentracion, en el que la
segunda membrana tiene un corte de peso molecular de aproximadamente dos veces el corte de peso
molecular de la primera membrana, en el que la segunda concentracion es superior a la primera concentracion.

En otro aspecto, la presente invencidén da a conocer un método para concentrar una proteina de una solucién que
comprende la proteina. El método comprende:

a) ultrafiltrar la solucién utilizando una primera membrana para formar una primera solucion de fraccion retenida
gue comprende el producto del plasma a una primera concentracion aproximadamente del 5%, en el que la
primera membrana tiene un corte de peso molecular suficiente para retener, como minimo, aproximadamente
el 90% del producto del plasma;

b) diafiltrar la primera solucién de fraccion retenida utilizando la primera membrana con agua para formar una
segunda solucion de fraccién retenida que comprende el producto del plasma a aproximadamente la primera
concentracion;

c) formular aproximadamente el 5% del producto de plasma diafiltrado de la etapa b) en glicina de
aproximadamente 0,16 a aproximadamente 0,30 M, en el que la formulacién comprende ademas ajustar el pH
hasta aproximadamente 4,3; y

d) ultrafiltrar la segunda solucion de fraccion retenida utilizando una segunda membrana para formar una
solucién final de fraccion retenida que comprende el producto del plasma a una segunda concentracion de
aproximadamente el 19% a aproximadamente el 21%, en el que la segunda membrana tiene un corte de peso
molecular de aproximadamente dos veces el corte de peso molecular de la primera membrana, en el que la
segunda concentracion es superior a la primera concentracion.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS
La figura 1 es un ejemplo que ilustra algunas realizaciones de diagrama de flujo del proceso que representa de
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manera esquematica un método de ultrafiltracion/diafiltracion de dos fases para producir una formulaciéon con
una concentracién elevada de IgG. A, esquema basado en cromatografia de intercambio i6nico; y B, esquema
basado en el tratamiento con disolvente/detergente (D/D).

La figura 2 muestra la viscosidad de una solucién de proteina en funcién de la concentracién de sal.

La figura 3 muestra la viscosidad de una solucién de proteina en funcion de la concentracién de proteina.

La figura 4 muestra la viscosidad de una solucién de proteina en funcion de la temperatura.

La figura 5 muestra la viscosidad de una solucién de proteina en funcién de la concentracion de proteina.

La figura 6 muestra la viscosidad de una solucién de proteina en funcién del pH para varios tiempos.

La figura 7 muestra el grado de formacion de agregado en funcién del tiempo para varias concentraciones de
proteina.

La figura 8 muestra el cambio en la formacion de agregados en funcién del pH para varios tiempos.

La figura 9 muestra la formacion de dimeros en funcién del pH para varios tiempos.

La figura 10 muestra la fragmentacién de una proteina en funcién del pH para varios tiempos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Segun la presente invencién, de manera sorprendente, se ha descubierto que una estrategia de
ultrafiltracion/diafiltracion progresiva de dos fases para concentrar una proteina puede proporcionar compaosiciones
que comprenden la proteina concentrada. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presente invencion da a conocer
un concepto nuevo de concentracion para conseguir una formulacién de un producto del plasma final de
concentracion mas elevada que puede ser adecuada para utilizaciones terapéuticas o profilacticas y/o la
administracion mediante un conjunto de métodos, que incluyen inyecciones subcutaneas.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "proteina" pretende incluir cualquier polipéptido
recombinante o purificado, que incluye, aunque sin limitarse a éstos, un polipéptido natural, modificado o sintetizado,
y multimeros, fragmentos (por ejemplo, un fragmento biolégicamente activo), o variantes de los mismos.

La proteina puede derivar de un ser humano o un ser no humano, que incluyen, aunque sin limitarse a éstos, perros,
gatos, cerdos, caballos, vacas, pajaros, peces, anfibios, reptiles, transgénicos, etc.

El término "fragmento biolégicamente activo" se refiere a un fragmento de una proteina que retiene, como minimo,
una de las funciones de la proteina de la que deriva. Por ejemplo, un fragmento biolégicamente activo de un
anticuerpo incluye un fragmento de unién a antigeno del anticuerpo; un fragmento biolégicamente activo de un
receptor incluye un fragmento del receptor que aln puede unir su ligando; un fragmento biolégicamente activo de un
ligando incluye la parte de un ligando que aun se puede unir a su receptor; y un fragmento biolégicamente activo de
una enzima incluye la parte de la enzima que aln puede catalizar una reaccion catalizada por la enzima de longitud
completa.

En una realizacion, la proteina es un producto del plasma.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "producto del plasma" se refiere a una proteina que se
puede caracterizar, en general, como un componente de la sangre o fraccién de la sangre de un ser humano o un
ser no humano. Por ejemplo, la fracciébn de y-globulina de la sangre comprende proteinas, tales como
inmunoglobulinas y proteina C reactiva. La fracciéon de al-globulina contiene proteinas, tales como la al-
glicoproteina éacida, al-antitripsina, y al-lipoproteina. La fraccién de a2-globulina contiene proteinas, tales como
o2-macroglobulina, haptoglobulina, ceruloplasmina y un complemento especifico de grupo. La fraccion de
B-globulina contiene proteinas, tales como transferrina, hemopexina, [1-lipoproteina, [(2-microglobulina y
componentes de complemento.

En algunas realizaciones, la proteina a concentrar es un anticuerpo. El término "anticuerpo”, tal como se utiliza en el
presente documento, incluye, aunque sin limitarse a éstos, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales,
composiciones de anticuerpos con especificidades de poliepitopo, anticuerpos biespecificos y diacuerpos
(“diabodies”). Los anticuerpos pueden ser anticuerpos completos, por ejemplo, de cualquier isotipo (por ejemplo,
IgG, IgA, IgE, IgM, IgD), o fragmento de unién a antigeno de los mismos. En general, un fragmento de anticuerpo
comprende la region de unién a antigeno y/o la region variable de un anticuerpo intacto. De este modo, el término
fragmento de anticuerpo incluye segmentos de partes separadas de manera proteolitica o preparadas de manera
recombinante de una molécula de anticuerpo que se une o se puede unir de manera selectiva a una proteina
seleccionada. Entre los ejemplos no limitantes de dichos fragmentos proteoliticos y/o recombinantes se incluyen
Fab, F(ab’),, Fab’, Fv, y anticuerpos monocatenarios (scFv) que contienen un dominio V[L] y/o V[H] unido por un
péptido enlazador. Los scFv se pueden unir de manera covalente o no covalente para formar anticuerpos que tienen
dos 0 mas sitios de unién.

Las inmunoglobulinas se pueden preparar a partir del plasma de donantes normales no seleccionados, mientras que
3
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las hiperinmunoglobulinas se pueden preparar a partir del plasma de donantes con titulos de anticuerpo contra
antigenos especificos. Estos donantes hiperinmunes se pueden identificar durante los periodos convalecientes
después de la infeccion o transfusion, o se pueden inmunizar especificamente para producir los anticuerpos
deseados.

En algunas realizaciones, el producto del plasma es una inmunoglobulina G (IgG). En la patente de Estados Unidos
No. 5.886.154 de Lebing y otros, se da a conocer un proceso para la purificacion de anticuerpos de origen humano u
otros origenes.

Ademas de albumina e inmunoglobulinas, las lipoproteinas son otra clase de componentes de la sangre. Por
ejemplo, en la sangre humana se pueden distinguir tres clases de lipoproteinas, al-lipoproteina, pre-B-lipoproteina y
B1-lipoproteina, por ejemplo, segin su comportamiento electroforético. Entre las apolipoproteinas, que son los
componentes proteicos de las lipoproteinas, se incluyen las apolipoproteinas A-1, A-2, A-4, B-48, B-100, C, D, y E.

Un conjunto de proteinas de la sangre funcionan como portadoras, incluyendo aquellas que transportan iones de
metales, tales como la proteina de unién a hierro, la transferrina, la proteina de unién a cobre, la ceruloplasmina, y la
9.5 S-al-glicoproteina. La prealbumina y la globulina de unién a tirosina transportan la hormona de la tiroides y la
transcortina transporta las hormonas estereoides. La hemoglobina se elimina de la circulacion por la haptoglobina y
el grupo hemo se une a la hemopexina. La globulina de unién a retinol se une a la vitamina A. Las transcobalaminas
I, I, y lll se unen a la vitamina B12. La Go-globulina se une a las vitaminas D2 y D3.

Un conjunto de las proteinas de la sangre son enzimas, proenzimas o inhibidores de enzimas. Entre las proteinas de
la sangre que son enzimas (por ejemplo, proteinasas) se incluyen, por ejemplo, la colinesterasa, la ceruloplasmina,
el plasminégeno, la proteina C y la B2-glicoproteina I. Las proenzimas (es decir, zimégenos) se convierten en
enzimas mediante la accion de enzimas especificas. Los inhibidores de proteinasas controlan este proceso mediante
la reduccion o eliminacién de la actividad de estas enzimas especificas. El inhibidor de proteinasas principal hallado
en la sangre humana es la al-antitripsina (es decir, e inhibidor de la al-proteinasa; el inhibidor de la al-tripsina,
prolastina) que protege los tejidos de la digestion mediante la elastasa. Otra clase de inhibidores de proteinasas
hallados en la sangre humana son las antitrombinas, tales como la antitrombina 1ll, que evitan los efectos de la
trombina. Otro inhibidor de proteinasas hallado en la sangre humana es el inhibidor de la C1-esterasa, que reduce o
elimina la actividad de la Cl-esterasa, que es el primer componente activado del complemento, C1. Entre otras
proteinas de la sangre que son inhibidores de enzimas se incluyen la al-antiquimiotripsina, el inhibidor de la
inter-a-tripsina, la a2-macroglobulina y la a2-antiplasmina.

Algunas proteinas de la sangre estan implicadas en el proceso de coagulacion (es decir, factores de coagulacion).
Los coagulos de sangre se forman mediante una cascada enzimatica, catalizando la forma activada de un factor la
activacion del siguiente factor, lo cual da lugar a una amplificacién amplia y una respuesta rapida a la lesién. Entre
los ejemplos de factores de coagulacion desactivados y activados se incluyen, por ejemplo, Xl y Xlla; Xl y Xla; IX 'y
IXa; X y Xa; VIl y Vlla; Il (protrombina) y la (trombina); | (fibrinbgeno) y la (fibrina). Entre otros factores de
coagulacién se incluyen el quininégeno, la calicreina y los factores VIII, Vlila, V, Va, XllI, y Xllla. Un conjunto de
factores de coagulacion también son referidos como proteinas dependientes de la vitamina K, que incluyen, por
ejemplo, el Factor Il (protrombina), el Factor VII, el Factor IX, el Factor X, la Proteina C, y la Proteina S.

Algunas de las proteinas de la sangre son componentes del complemento y juntas comprenden el sistema del
complemento, que lisa microorganismos y células infectadas mediante la formacién de huecos en su membrana
plasmatica. Se conocen mas de 15 proteinas de complemento, que incluyen C1, Clg, C1r, Cls, C2, C3, C4, C5, C6,
C7, C8y C9.

Entre los ejemplos de glicoproteinas que se pueden purificar a partir de sangre humana se incluyen la
al-glicoproteina acida, la a2-glicoproteina, la a2-macroglobulina, la a2-HS-glicoproteina, la al-antiquimiotripsina, la
al-antitripsina, el fibrinégeno, la fibronectina, la pre-albumina, la hemopexina, la haptoglobina, la transferrina, la
ceruloplasmina, muchos factores de coagulacién, y muchos componentes del sistema del complemento.

En un aspecto, la presente invencion da a conocer un método para concentrar una proteina de una solucién que
comprende la proteina. EI método comprende las siguientes etapas:

a) ultrafiltrar la solucion utilizando una primera membrana para formar una primera solucion de fraccion retenida
gue comprende la proteina a una primera concentracion, en el que la primera membrana tiene un corte de peso
molecular suficiente para retener, como minimo, una parte de la proteina presente en la solucion;

b) diafiltrar la primera solucion de fraccién retenida con una solucion acuosa utilizando la primera membrana
para formar una segunda solucién de fraccion retenida que comprende la proteina a aproximadamente la
primera concentracion;
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¢) formular la segunda retencion que comprende la proteina diafiltrada con glicina y ajustar el pH; y

d) ultrafiltrar la segunda solucién de fraccion retenida utilizando una segunda membrana para formar una
solucién final de fracciéon retenida que comprende la proteina a una segunda concentracion, en el que la
segunda membrana tiene un corte de peso molecular de aproximadamente dos veces el corte de peso
molecular de la primera membrana, en el que la segunda concentracién es superior a la primera concentracion.

En una realizacién, la primera concentracion es, como minimo, aproximadamente el 1% en proteina (p/v), de manera
ilustrativa, aproximadamente del 1% a aproximadamente el 15%, aproximadamente del 2% a aproximadamente el
12%, aproximadamente del 3% a aproximadamente el 10%, aproximadamente del 4% a aproximadamente el 8%, y
aproximadamente del 5% a aproximadamente el 6% en proteina (p/v). En otra realizacion, la primera concentracién
es aproximadamente el 5% en proteina (p/v).

En una realizacién, la primera membrana tiene un corte de peso molecular suficiente para retener, como minimo, el
90% de la proteina presente en la solucion.

En otra realizacion, la solucién acuosa es agua fria para inyeccion (CWFI).

En otras realizaciones, en la etapa c), la proteina diafiltrada se formula en glicina aproximadamente de 0,16 a
aproximadamente 0,30 My el pH se ajusta a aproximadamente 4,3.

En una realizacion, la segunda concentracion es aproximadamente del 19% a aproximadamente el 21%.
En algunas realizaciones, la proteina es 1gG.
I. La solucion

La solucién que comprende la proteina puede ser una solucién que contiene la proteina diluida, en la que la proteina
contenida en la solucién se concentra antes de utilizarse en aplicaciones posteriores. Por ejemplo, después de la
concentracion de la proteina, segun la presente invencion, la solucién final de fraccion retenida que comprende la
proteina concentrada se puede utilizar para preparar formulaciones adecuadas para disponer de una inyeccion (por
ejemplo, subcutanea, intramuscular, intravenosa) de la proteina a un sujeto (por ejemplo, un ser humano o un ser no
humano, que incluye, aunque sin limitarse a éstos, perros, gatos, cerdos, caballos, vacas, pajaros, peces, anfibios,
reptiles, etc.). De manera preferente, la solucién que comprende la proteina a concentrar es un producto, como
minimo, de un esquema de purificacion anterior que produce la solucién (por ejemplo, una soluciéon que contiene
proteina diluida) que presenta un nivel deseado de pureza de proteina y de eliminacién viral. En una realizacion, la
pureza de la proteina de la soluciéon es, como minimo, aproximadamente del 90%, 92%, 94%, 96%, 98%, 99%, o
mas.

En algunas realizaciones, la solucién que comprende la proteina a concentrar es un eluato o un producto del paso
del flujo de una cromatografia de un material de partida que comprende la proteina.

Por ejemplo, las técnicas de cromatografia para purificar un producto del plasma son conocidas en la técnica e
incluyen, por ejemplo, la cromatografia de intercambio i6nico (por ejemplo, el intercambio aniénico), cromatografia
de interaccion hidrofébica, cromatografia de afinidad, cromatografia de inmunoafinidad y cromatografia de exclusion
de tamafio. El material de partida puede ser una fraccion del plasma precipitada con alcohol/pH, tal como, por
ejemplo, una fracciéon de Cohn, que es conocida por un experto en la materia. De manera preferente, la fraccion de
Cohn es la Fraccion 1l + Ill, o una fraccién obtenida mediante el subfraccionamiento de I+l (por ejemplo, la Fraccion
II). El origen del material de partida puede ser cualquier origen que comprenda el producto del plasma, que incluye,
aunque sin limitarse a éstos, fluido ascitico, medios de cultivo de tejidos que contienen el producto del plasma,
fracciones del plasma humano y fracciones de plasma animal.

En una realizacion, la solucién que comprende la proteina a concentrar se obtiene después de la cromatografia de
intercambio anidénico del material de partida. En otra realizacion, se utilizan varias combinaciones de resinas de
intercambio aniénico dependiendo de la selectividad de las resinas. Por ejemplo, las resinas de intercambio aniénico
se pueden elegir por su capacidad de eliminar de manera selectiva las impurezas halladas en el material de partida
(por ejemplo, una fraccién del plasma precipitada con alcohol/pH) que comprende un producto del plasma. En una
realizacién, la fraccion del plasma precipitada con alcohol/pH es la Fraccion de Cohn II+lll o la pasta de la Fraccién
Il.

En una realizacion, el material de partida comprende el producto IgG del plasma. De manera preferente, el material
de partida (por ejemplo, la pasta de la Fraccion Il + 1ll) que comprende la IgG a purificar se pasa a través de dos
columnas de cromatografia de intercambio aniénico unidas en serie (por ejemplo, combinaciones de las resinas Q y
ANX de Pharmacia Biotech y/o Fractogel TMAE de E. Merck) para disponer de la solucién que comprende el
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producto del plasma. Los intercambiadores aniénicos se pueden elegir por su capacidad para eliminar IgA, IgM,
albumina y otras impurezas de proteinas restantes del material de partida. Después de la carga, las columnas se
pueden lavar con tampén de equilibrio. Las fracciones del paso de flujo y del lavado se pueden recoger como IgG
purificada. Ambas columnas se pueden equilibrar con el mismo tampén y al mismo pH. Antes de la cromatografia, el
material de partida se puede someter a otros procesos.

La cromatografia de intercambio iénico aprovecha la distribucion en la superficie y la densidad de carga en la
proteina y el medio de intercambio idnico. Sin estar sometido a ninguna teoria concreta, se cree que la resina de
intercambio anidnico presenta una superficie cargada positivamente. La densidad de carga es especifica para la
resina y, en general, es independiente del pH (en el intervalo de trabajo de la resina). Un intercambiador aniénico
habitual se unira a proteinas que tienen una carga neta negativa (es decir, cuando el pH de la solucion esta por
encima del punto isoeléctrico de la proteina). En realidad, la superficie de una proteina no presenta un carga Unica;
en cambio, es un mosaico de cargas positivas, negativas y neutras. La estructura de la superficie es especifica para
una proteina determinada y esté afectada por las condiciones de la solucién, tal como la fuerza iénica y el pH. Esta
singularidad se puede explotar para establecer condiciones especificas en las que proteinas individuales se uniran o
liberaran de la resina de intercambio anidnico. Mediante el establecimiento de estas condiciones, las proteinas con
propiedades de superficie o carga solamente ligeramente diferentes se pueden separar de manera eficaz con un
rendimiento elevado (por ejemplo, superior al 95%).

Las mejoras en la estructura de los soportes de resina de la cromatografia han hecho de la cromatografia a gran
escala una alternativa practica a los métodos de purificacion mas convencionales. Las resinas rigidas permiten
procesar volimenes grandes de manera rapida (menos de 5 horas) y una densidad de ligando elevada proporciona
la capacidad incrementada necesaria para el procesado de volimenes grandes.

En otra realizacion, la solucion que comprende la proteina a concentrar es una solucion tratada con
disolvente/detergente que comprende la proteina. Por ejemplo, las IgG se pueden aislar de la Fraccion de Cohn Il y
tratarse con un sistema de disolvente/detergente para la desactivacion viral. Los sistemas de tratamiento con
disolvente/detergente incluyen, por ejemplo, tri-n-butil-fosfato/colato de sodio (TNBP/colato de sodio) y
TWEEN/tri-n-butil fosfato (TNBP).

En una realizacion, el disolvente/detergente es TNBP/colato de sodio. Por ejemplo, una solucién de la Fraccion de
Cohn I+l o Il se puede ajustar hasta una concentracion final de tri-n-butil fosfato (TNBP) al 0,3% y de colato de
sodio al 0,2%. Después de la adicién del disolvente (TNBP) y el detergente (colato de sodio), la solucién de la
Fraccién de Cohn II+Ill o Il se puede calentar hasta una temperatura 6ptima, por ejemplo 30°C, y mantenerse a esa
temperatura durante un periodo de tiempo adecuado, tal como, por ejemplo, no inferior a aproximadamente 6 horas.
Después de la etapa de tratamiento con disolvente/detergente, que implica la desactivacion viral, los reactivos se
pueden eliminar mediante precipitacion y filtracion, por ejemplo, a través de un conjunto de filtros graduados en
porosidad hasta un filtro de 0,2 um para formar una solucién que comprende un producto del plasma (por ejemplo,

1gG).
Il. La primera membrana

Segun la estrategia de filtracidon progresiva de dos fases de la presente invencién, la solucion que comprende la
proteina se ultrafiltra utilizando la primera membrana para formar la primera fraccion retenida que tiene la proteina a
la primera concentracion. En general, la retencion de una molécula diana por una membrana de ultrafiltracion se
determina por un conjunto de factores que incluyen el peso molecular del producto del plasma a concentrar. Otros
factores, tales como, por ejemplo, la forma molecular, la carga eléctrica y las condiciones operativas, pueden influir
en la determinacion del corte de peso molecular apropiado de la membrana. De manera preferente, la primera
membrana tiene un corte de peso molecular suficiente para retener, como minimo, una parte de la proteina presente
en la solucion que comprende la proteina, por ejemplo, como minimo, del 10% a, como minimo, aproximadamente el
90% o mas de la proteina presente en la solucion.

En algunas realizaciones, en las que la proteina a concentrar es IgG que tiene un peso molecular de
aproximadamente 150 kilodaltons (kDa), la solucién que comprende la IgG se ultrafiltra utilizando una primera
membrana que tiene un corte de peso molecular no superior a aproximadamente 100 kDa, de manera ilustrativa, no
superior a aproximadamente 100, aproximadamente 75, y aproximadamente 50 kDa para formar una primera
solucién de fraccion retenida que comprende el producto del plasma. En una realizacion, la primera membrana tiene
un corte de peso molecular no superior a aproximadamente 50 kDa.

Después de la ultrafiltracion utilizando la primera membrana, de manera preferente, la primera concentracion de la
proteina en la primera solucién de fraccién retenida es aproximadamente el 5% en proteina (p/v). De este modo, si la
concentracion de la proteina en la solucion es inferior a aproximadamente el 5% en proteina (p/v), la ultrafiltracién de
la solucion utilizando la primera membrana es suficiente para formar la primera solucién de fraccién retenida que
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comprende aproximadamente el 5% en proteina (p/v).

La primera membrana puede ser cualquier membrana de ultrafiltracion adecuada que se pueda seleccionar en base
a sus caracteristicas de rechazo para la proteina a concentrar segin la presente invencién. En algunas
realizaciones, la primera membrana esta fabricada de polietersulfona (PES) o celulosa regenerada. Entre los
ejemplos no limitantes de la primera membrana se incluyen la membrana de ultrafiltracion BIOMAX™ y Ultracel de
modulo Pellicon, las membranas de ultrafiltracion PT y PL de médulo Prostak, la membrana de ultrafiltracion PT, PL,
y Helicon del médulo de ultrafiltracion de enrollado en espiral, fabricadas por Millipore Co., las membranas de
ultrafiltracion Sartocon™ vy Ultrasart™, fabricadas por Sartorius AG, las membranas de ultrafiltracion NOVA™,
OMEGA™, ALPHA™, REGEN™, SUPOR™, fabricadas por Pall Co., la membrana de ultrafiltracion Filmtec™,
fabricada por Dow Chemical Co., y la membrana de ultrafiltracién Kvick™, fabricada por Amersham Pharmacia
Biotech Inc. En una realizacion, la primera membrana es una membrana PES que tiene un corte de peso molecular
de 50 kDa, en la que la proteina es IgG.

En general, se lleva a cabo un proceso de ultrafiltracion de tipo semicontinuo o de tipo continuo segun la estructura
de la membrana de filtracion y el dispositivo de filtracién. Ademas, se pude administrar de manera continua agua
purificada a la fraccién retenida para mantener un volumen constante. En una realizacién, la solucién se ultrafiltra
utilizando la primera membrana que utiliza un tipo de ultrafiltracion de flujo cruzado continuo. En otra realizacion, el
proceso de ultrafiltracién se lleva a cabo de aproximadamente 2T a aproximadamente 15<C.

En una realizacion, la ultrafiltracion utilizando la primera membrana se basa en la tecnologia de flujo tangencial, que
es conocida en la técnica. El flujo tangencial produce una accion de “barrido” utilizando la superficie de la membrana,
evitando asi la acumulacion de las macromoléculas retenidas en la fase de fraccién retenida en la superficie de la
membrana, minimizando de este modo la polarizacién de la concentracién y las incrustaciones de la membrana. En
algunas realizaciones, la solucién que comprende la proteina se recircula a través de la parte superior de la
membrana, es decir “de manera tangencial” a la superficie de la membrana.

I11. Diafiltracion

Después de la ultrafiltracion utilizando la primera membrana, la primera solucion de fraccion retenida que comprende
la proteina a la primera concentracion (por ejemplo, aproximadamente el 5% en proteina (p/v)), se diafiltra con una
solucion acuosa utilizando la primera membrana para formar una segunda solucién de fraccion retenida que
comprende la proteina a, sustancialmente, la primera concentracion a efectos de eliminar cualquiera traza de los
tampones de la cromatografia. La solucion acuosa puede ser agua (por ejemplo, agua fria para inyeccién (CWFI)) o
un tampon adecuado.

La diafiltracién de la primera fraccion retenida puede ser un proceso continuo o discontinuo. En el método de
diafiltracion continua, que también se refiere como diafiltracion de volumen constante, la concentracion de la proteina
en la fraccion retenida no cambia de forma sustancial durante el proceso de diafiltracion. De este modo, el volumen
de fraccion retenida y la concentracion de proteina no cambian de manera significativa, si lo hacen, durante la etapa
de diafiltracion.

En una realizacién, la diafiltracién de la primera soluciéon de fraccién retenida utilizando la primera membrana
comprende la utilizacién de un proceso continuo o discontinuo de diafiltracion mediante el lavado a través, como
minimo, de 1, 2, 3, 4, 5, 6, y 7 volimenes de fraccion retenida (es decir, como minimo, aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5, 6, y 7 "volimenes de diafiltracion (DV)") con, por ejemplo, CWFI.

De manera opcional, después de la etapa de diafiltracion de la primera solucién de fraccién retenida, la primera
membrana se puede enjuagar para recuperar cualquier proteina residual que permanece en la parte de la fraccién
retenida de la primera membrana. La proteina residual, si la hay, se puede combinar a continuacién con la segunda
fraccion retenida antes de la ultrafiltracion de la segunda fraccion retenida utilizando la segunda membrana.

En una realizacion, la diafiltracién utilizando la primera membrana se basa en la tecnologia de flujo tangencial tal
como se describe anteriormente.

IV. Ajuste con glicina y/o pH

La adicion de glicina a la solucién diafiltrada que comprende la proteina puede proporcionar un efecto beneficioso en
el tamponado y control del pH de la solucion que se procesa, aunque la propia proteina puede ejercer capacidad
tamponadora. Otra ventaja de la introduccién de glicina en esta fase es la reduccién o la eliminacién de la creacion
de especies agregadas por el efecto de cualquier ajuste del pH.

Antes de ultrafiltrar la segunda solucion de fraccion retenida que comprende la proteina diafiltrada, la segunda
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retencién se formula con glicina y se ajusta el pH. De manera preferente, el pH de la segunda retencion se ajusta
para que esté por debajo de un pH objetivo final (por ejemplo, aproximadamente 0,25 unidades por debajo del pH
objetivo). En una realizacién, el pH de la segunda retencién se ajusta a un pH aproximadamente de 4,2 a
aproximadamente 4,3.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica es una formulacion acuosa o liquida que comprende un
tampon acetato aproximadamente de pH 4,0-5,5, un poliol (polialcohol), y de manera opcional, un surfactante, en la
que la composiciéon no comprende una sal, por ejemplo, cloruro sédico y en la que la composicién es isotnica para
el paciente.

V. La segunda membrana

De manera preferente, la etapa de ultrafiltracion de la segunda fraccién retenida, que se ha formulado con glicina y
se ha ajustado el pH después de la diafiltracion, se lleva a cabo utilizando una unidad de ultrafiltracion que
comprende, en general, cartuchos de fibras huecas de la segunda membrana, en la que la segunda membrana tiene
un corte de peso molecular de aproximadamente dos veces el corte de peso molecular de la primera membrana. En
una realizacion, en la que la proteina es IgG, el corte de peso molecular de la segunda membrana es
aproximadamente 100 kDa, en la que la primera membrana tiene un corte de peso molecular de 50 kDa. En otra
realizacién, en la que la proteina es IgG, la solucidn final de fraccion retenida comprende la IgG a la segunda
concentracion, en la que la segunda concentracion es, como minimo, aproximadamente dos veces, tres veces,
cuatro veces, 0 mas de la primera concentracion. En una realizacion, en la que la proteina es IgG, la solucion final
de fraccion retenida comprende, como minimo, aproximadamente el 19% de 1gG (p/v).

De manera opcional, la segunda membrana se enjuaga y también se recupera cualquier proteina residual retenida
por la segunda membrana.

La solucién final de fraccion retenida que comprende la proteina concentrada se puede procesar posteriormente en
una formulacién liquida estable. Por ejemplo, cuando la solucién final de fraccion retenida comprende IgG
concentrada, segun la presente invencion, la soluciéon se puede procesar posteriormente en una formulacién liquida
estable, por ejemplo, tal como se describe en la patente de Estados Unidos No. 4.396.608 de Tenold y otros, o0 en
otra formulacion final apropiada (por ejemplo, una formulacion liofilizada). A modo de otro ejemplo para una
formulacion liquida que comprende IgG, el volumen final de la fraccion retenida que comprende la IgG concentrada
se puede ajustar para producir, como minimo, aproximadamente el 16% de IgG (p/v), y, de manera opcional, el
volumen estéril se puede mantener durante un periodo de tiempo, por ejemplo, no inferior a 21 dias, suficiente para
reducir la actividad anticomplemento y/o para desactivas lo virus con cubierta.

En una realizacién, la ultrafiltracion utilizando la segunda membrana se basa en la tecnologia de flujo tangencial
descrita anteriormente.

La presente invencién se ilustrara con mas detalle mediante ejemplos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1

Purificacion de IgG a partir de la pasta de la fraccion de Cohn I[I+l1]

La pasta de la Fraccion lI+lll se solubiliza en 12 volumenes de agua purificada a 5C. El pH de la mezc la se ajusta
hasta pH 4,2 con acido acético y se mezcla durante 1 hora. Esta etapa coloca la IgG en solucién.

A continuacion, el pH de la mezcla se ajusta hasta pH 5,2 con NaOH y caprilato de sodio (la “variacién del pH”). Las
proteinas y los lipidos se precipitan. La mezcla se depura mediante filtracion para eliminar el precipitado que
interferiria con la desactivacion del virus. La concentracion de caprilato se ajusta a 20 mM a pH 5,1 y la mezcla se
incuba durante 1 hora a 25°C para realizar la desactivacion del virus con cubierta.

La mezcla se filtra para producir una solucién clara para cromatografia. La conductividad de la solucién clara se
ajusta entre 2,0 y 3,0 mS/cm utilizando agua purificada. El pH de la solucion clara se ajusta entre 5,0 y 5,2 después
del ajuste de la conductividad.
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Ejemplo 2
Cromatografia

La solucién clara anterior se aplica directamente a dos columnas de intercambio aniénico (un intercambio de aniones
fuertes seguido de un intercambiador de aniones débiles) unidas en serie. La I1gG fluye a través de la columna,
mientras las impurezas (incluyendo el caprilato) se unen a las dos columnas anidnicas. Se obtienen purificaciones
satisfactorias con las combinaciones de las resinas Q y ANX de Pharmacia Biotech y Fractogel RMAE de E. Merck.

La solucién clara que comprende la IgG a purificar se aplica directamente al primer intercambiador aniénico que se
equilibra con acetato de sodio 20 MM a pH 5,1. A continuacion, se aplica la fraccion que no se une (paso de flujo) de
la primera columna de intercambio aniénico directamente en una segunda de columna de intercambio aniénico. Esta
columna también se equilibra con tampon acetato 20 mM a pH 5.1. La solucién de proteina se carga habitualmente
en la primera columna a una proporcion de 50-110 mg IgG/ml de resina empaquetada. La solucion de proteina se
carga habitualmente en la segunda columna en una proporciéon de 75-95 mg IgG/ml de resina empaquetada. Las
proporciones de proteina con respecto a resina también se ajustan mas alla de estos limites, pero al hacerlo se
puede afectar al rendimiento y la pureza. A la solucidon de proteina le sigue aproximadamente 2 volimenes de
columna del tampdn de equilibrio, el cual arrastra por lavado de la columna cualquier IgG no unida. La fraccién no
unida que comprende la IgG altamente purificada se recoge como la solucién que comprende el producto del plasma
(es decir, IgG) a concentrar.

Ejemplo 3
Ultrafiltracién/diafiltracion (UF/DF) en dos fases

La solucion que comprende la IgG (es decir, la solucién después de la columna de cromatografia) se concentra
hasta un material en volumen con aproximadamente el 5% de IgG (p/v) utilizando una membrana de polietersulfona
de tipo C-screen que tiene un corte de peso molecular de 50 kDa. La temperatura de la solucién concentrada se
mantiene entre 2C y 12<C. Después de la diafiltrac i6n de la solucion al 5% con CWFI, el sistema se enjuaga y se
afade el material recubierto al material en volumen. A continuacién, la solucién concentrada se formula en glicina
0,25 M mediante la adicion de glicina pura en polvo y el pH se ajusta segin sea necesario. El rendimiento de la
membrana del filtro no queda afectado (por obstrucciones o contaminacién), ya que la proteina sélo esta
concentrada hasta el 5% (p/v).

Después de la etapa de formulacién, la solucién al 5% en glicina 0,25 M se transfiere a continuaciéon a una segunda
unidad de ultrafiltracion para la concentracion posterior utilizando una membrana de fibras huecas que tiene un corte
de peso molecular de 100 kDa. El material se concentra, como minimo, hasta aproximadamente el 19% de IgG (p/v).
Antes de la formulacién final (por ejemplo, el ajuste de la formulacién liquida hasta igual o superior al 16% de 1gG
(p/v) con la adicion de los enjuagues y el ajuste del pH, si es necesario), la solucion de 1gG se filtra de manera
estéril.

Ejemplo 4
UF/DF de paso en dos fases a mayor escala del paso de flujo de una columna Q/ANX a escala

Se concentré el paso de flujo recogido de la columna Q/ANX hasta una concentracion de IgG de aproximadamente
el 5%. El material se diafiltr6 con menos de 7 volimenes de agua para inyeccion.

El diafiltrado al 5% se transfiri6 a un recipiente de formulacién para el ajuste del pH y la adicion de glicina. El objetivo
establecido para el ajuste del pH fue de 4,15 a 4,25. El ajuste del material en este pH objetivo permiti6 que se
consiguiera de manera uniforme un pH 4,50 (intervalo de 4,0 a 5,0) para el material en volumen estéril. Las
soluciones para el ajuste del pH incluian HCI 0,5 M y NaOH 0,5 M.

Durante el proceso de formulacién, se afiadié glicina pura al material después de la diafiltracion para llevar la
concentracion de la solucidn hasta aproximadamente 0,25M de glicina. La concentracién de glicina 0,25 M en la fase
anterior a la ultrafiltracion final (UF) permitid conseguir un intervalo isoténico objetivo de 240-400 mOsm/Kg para el
material en volumen estéril. Los parametros de pH y glicina establecidos en la fase anterior a la UF final evitaron la
necesidad de volver a ajustar el pH o de afiadir glicina adicional en puntos posteriores en la cascada del proceso.

Una vez se completd el proceso de formulacién, el material se filtr6 a través de un filtro Millipore KWSS, un filtro
Milligard de 0,5 + 0,2 micras de disponible comercialmente para eliminar cualquier residuo antes de la concentracién
final con los cartuchos de fibras huecas de Koch (Koch Membrane Systems, Inc., Wilmington, MA). El material
formulada con glicina se filtr a través del filtro KWSS y en el recipiente de alimentacion de ultrafiltracion (UF) para
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los cartuchos de fibras huecas Koch. Después de completar la filtracién, se utilizé un tampdn de enjuague de glicina
para enjuagar el recipiente de formulacién, los conductos, y el filtro a efectos de recuperar el material de proteina
residual. El tampdn de glicina utilizado a lo largo del proceso fue glicina 0,25 M ajustado a un pH objetivo de 4,0 a
5,0.

La etapa de concentracion final de UF se completé con la utilizacion de cartuchos de fibras huecas de Koch (Modelo
# CTG.1"HF1.0-43-PM100-PB). La escala utilizada para el trabajo de desarrollo/escalado fue de 0,1 m? de area de
membrana. El material formulado se concentré hasta aproximadamente el 20%. El intervalo de presion de
alimentacién establecido para el proceso fue de 25 a 27 psig (objetivo: 26 psig). El intervalo de presion de la fraccion
retenida fue de 10 a 12 psig (objetivo: 11 psig). El intervalo de temperaturas fue de 2<C a 20<C.

Se utilizé un bafio de glicol para controlar la temperatura. Durante el final de la fase de concentracion final, en la que
el material de la fraccién retenida se volvid mas viscoso, las temperaturas del proceso alcanzaron temperaturas de
18, pero nunca superaron los 20C. No se observar on condiciones adversas mientras se operaba en el final
superior del intervalo de 2C a 20C.

Después el material se concentr6 hasta aproximadamente el 20%, el sistema se drend y, a continuacion, se enjuago
con tampon de glicina 0,25 M a efectos de recuperar la proteina residual. El método de enjuagado utilizado era un
enjuagado de un unico pase con una cantidad especifica de tamp6n de glicina 0,25 M. La cantidad de enjuagado
puede ser dependiente de la escala del proceso y se puede limitar a un volumen que no sobrediluira el material en el
proceso. La concentracién deseada para el concentrado de UF diluido fue del 18%. Esta concentracion diana
permitié la utilizacion de tampon de enjuague adicional en las fases de Volumen Estéril Inicial (“Initial Sterile Bulk”)
(ISB) y Volumen Estéril Final (“Final Sterile Bulk”) del proceso. Se realizaron dos enjuagues separados en el sistema
después de la concentracion. La mayor cantidad de proteina residual se recuperé durante el primer enjuague. Los
enjuagues 1 y 2 se volvieron a afiadir al material concentrado de la UF a efectos de llevar la concentracion a
aproximadamente el 17,5%.

A continuacién, el concentrado diluido de la UF se mezclé y se filtr6 de forma estéril utilizando un filtro de capacidad
elevada estéril (SHC) Express Millipore. Entre las opciones para la filtracion estéril preclinica, clinica y de produccién
comercial se incluyen la utilizacion de una versién autoclavable o con radiacién gamma del filtro SHC. También el
ISB se puede combinar y filtrar de forma estéril en un volumen estéril final mas amplio. La combinacion de
volumenes para liberar la instalacién de llenado estéril (SFF) disminuird la pérdida de rendimiento para las
operaciones de llenado.

Tras completar las operaciones de llenado, el material se puede poner en incubacién de 23T a 27T (ob jetivo:
24<C) durante un minimo de 21 dias y no superar los 28 dias. El procedimiento de incubacion puede permanecer
igual o se puede cambiar dependiendo, por ejemplo, los resultados de validacion virales.

Ejemplo 5
Evaluacién de los cassettes de filtracion

La escala utilizada para el trabajo de desarrollo/escalado fue de 0,1 m? de area de membrana y el intervalo de
temperatura operacional de UF/DF fue de 2C a 20C. Se utilizd el material en el proceso de un proceso de
produccion de IGIV. El material de partida incluia los materiales del paso de flujo de la columna Q/ANX, antes de la
diafiltracion al 5% y después de la diafiltracion al 5%.

Los cassettes evaluados incluian cassettes de 50 kD y 100 kD de Millipore junto con diferentes opciones de malla.
También se examinaron filtros de 70kD (Pall Inc., East Hills, NY). La presion transmembrana (TMP) Optima
determinada para cassettes de 100 kD de Millipore fue de 15 psig (presion de alimentacion de 25 psi y presion de la
fraccion retenida de 5 psi). La presion transmembrana (TMP) 6ptima determinada para cassettes de 50 kD de
Millipore fue de 17,5 psig (presion de alimentacion de 25 psi y presion de la fraccion retenida de 10 psi). La presion
transmembrana (TMP) 6ptima determinada para cassettes de 70 kD de Pall fue de 20 psig (presion de alimentacion
de 20 psi y presion de la fraccion retenida de 10 psi).

Ejemplo 6

Purificacion de IgG a partir de medio de cultivo celular

El medio de crecimiento de lineas celulares que contiene anticuerpos monoclonales secretados se ajusta primero
hasta el pH y la conductividad mas correctas. Esto se lleva a cabo mediante la diafiltracion frente a agua purificada
mientras se ajusta el pH hasta 4,2 con acido acético. La conductividad de la solucién se ajusta a menos de 1,0 mS.

La purificacion y la concentracién del anticuerpo monoclonal se consigue mediante las etapas anteriores.
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Ejemplo 7
Efecto de varios parametros en la viscosidad, formacién de agregados, fragmentacién y formacion de dimeros

En base a los datos generados, se encontréo que el incremento de la cantidad de glicina en la formulacién no
afectaba en la concentracién de proteina final conseguida. Se puede conseguir aproximadamente la misma solucion
de concentracion superior de proteina mediante la formulacion de la solucién utilizando glicina en un intervalo entre
0,05 My 0,3 M. Cuando la concentracién de la solucion de proteina se realiza en presencia de agua en lugar de
glicina, la solucion final de proteina es aproximadamente 3-4% p/v unidades menos concentrada.

Ademas, no hubo cambio en la viscosidad de una solucion de proteina IgG cuando se formulé con glicina en el
intervalo de 0,05 M a 0,5 M. Por ejemplo, las viscosidades de varias formulaciones de soluciones de IgG, con una
concentracion del 16% p/v y pH 4,2, entre 0,2 M y 0,5 M de glicina, permanecieron aproximadamente a 7,9
centipoise (cP) (véase, por ejemplo, la figura 2).

Ademas, otros han propuesto que la adicién de NaCl a un tampon de formulacién puede disminuir de manera
apreciable la viscosidad de una solucién. En el ejemplo presentado en este documento, con anticuerpos (IgG)
derivados del plasma, la adicion de NaCl en el tampo6n de formulacién, en cantidades cualesquiera entre 0,05 M y
0,3 M, incrementé la viscosidad de la solucién de proteina hasta 2,6 cP (desde 7,9 cP, sin NaCl, hasta 10,5 cP con
NaCl 0,3 M, en una solucion de IgG al 16% p/v en glicina 0,2 M, pH 4,2) (figura 2).

Tal como se muestra en la figura 3, la viscosidad de una solucién de proteina se puede expresar como una funcion
polinomial de tercer orden, dependiente de la concentracién de proteina. Para determinar la dependencia de la
viscosidad con la temperatura, se analizaron dos concentraciones de proteina que tenia el mismo pH y la misma
composicion de tampén. Tal como se muestra en la figura 4, la dependencia de la viscosidad con la temperatura
esta afectada por la concentracion de proteina (por ejemplo, existe una dependencia mas pronunciada de la
viscosidad para la muestra a una mayor concentracién para el producto diluido).

Ademas, la presencia de glicina permitia alcanzar concentraciones mas elevadas de proteina. La concentracion en
el punto final conseguida en presencia de agua o glicina se muestra en la figura 5 (DF = diafiltrada), en la que se
observa que la presencia de glicina permite alcanzar una concentracion final de proteina mucho mas elevada. El pH
de la solucién se mantuvo igual para ambos procesos (alrededor de 4,2), mientras que las mediciones de viscosidad
se realizaron siempre a 20°C. La concentracion en el punto final se alcanzé cuando se detuvo el flujo de la fraccion
retenida en el sistema de UF/DF.

Ademas, la dependencia de la viscosidad en funcién del pH de la solucién de proteina se muestra en la figura 6 para
una serie de soluciones que contienen concentraciones iguales de proteina (17% p/v). Con el tiempo, la viscosidad
para la muestra no cambi6, manteniéndose casi en el mismo valor, a excepciéon de las variaciones normales
esperadas por la manipulacion de soluciones de concentracion de proteina elevada bajo condiciones de medicion
experimentales. Por otro lado, se cree que la formacion de agregados es, como minimo, dependiente de la
concentracion de proteina, bajo unas condiciones similares de temperatura, pH y composicién de tampén. Por
consiguiente, la figura 7 muestra los resultados de experimentos realizados a varias concentraciones de proteina y
estan dirigidos a valorar el grado de formacidon de agregados bajo condiciones controladas. Ademas, la figura 8
muestra la dependencia de la formacion de agregados con el pH de la formulacion para varias muestras que
contienen la misma concentracion de proteina (17% p/v) y composicién de tampon (Gly 0,2 M) durante el periodo de
un afio. Estos resultados sugerian, como minimo, que la formacion de agregados se puede reprimir mediante el pH
de la formulaciéon. Formulaciones de pH mas elevado pueden ser mas favorables para la formacion de agregados.

Ademas, en la figura 9 se muestra el nivel de dimeros presentes correlacionado con el incremento en el pH de las
formulaciones. Para una serie de muestras bajo condiciones similares de concentracion de proteina, composicion de
tampdn y temperatura, la poblacion de dimeros presente en una muestra puede ser aproximadamente el triple
mediante la modificacion del pH de la formulacién en 1 unidad. Ademas, el nivel de dimerizacion cambié con el
tiempo de una manera predecible, en funcién del pH y el tiempo transcurrido durante el almacenamiento.

Finalmente, mediante el control del pH de la solucion de proteina, se pueden manipular los niveles de fragmentacion
de la molécula de IgG. La figura 10 muestra la respuesta con el transcurso del tiempo (hasta un afio) de la
fragmentacién de moléculas de IgG en una solucion del 17% (p/v) almacenada a 25°C en funcion del pH., Ademas
de retardar la aparicién de fragmentos, un incremento del pH también disminuia la velocidad de formacion de
fragmentos.
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REIVINDICACIONES
1. Método para concentrar una proteina de una solucién que comprende la proteina, comprendiendo el método:

a) ultrafiltrar la solucion utilizando una primera membrana para formar una primera solucion de fraccion retenida
gue comprende la proteina en una primera concentracion, en la que la primera membrana tiene un corte de
peso molecular suficiente para retener, como minimo, una parte de la proteina presente en la solucién;

b) diafiltrar la primera solucion de fraccién retenida con una solucién acuosa utilizando la primera membrana
para formar una segunda soluciéon de fraccion retenida que comprende la proteina a aproximadamente la
primera concentracion;

c) formular la segunda fraccion retenida que comprende la proteina diafiltrada con glicina y ajustar el pH; y

d) ultrafiltrar la segunda solucion de fraccion retenida utilizando una segunda membrana para formar una
solucién final de fracciéon retenida que comprende la proteina a una segunda concentracion, en el que la
segunda membrana tiene un corte de peso molecular de aproximadamente dos veces el corte de peso
molecular de la primera membrana, en el que la segunda concentracién es superior a la primera concentracion.

2. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la proteina es un producto del plasma.

3. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la primera membrana es una membrana de polietersulfona de tipo
C-screen que tiene un corte de peso molecular de 50 kDa.

4. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la primera concentracion es aproximadamente el 5% en proteina
(p/v).

5. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la solucion acuosa es agua.

6. Método, segun la reivindicacion 1, en el que el excipiente es glicina.

7. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la segunda membrana es una membrana de fibras huecas.

8. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la segunda membrana tiene un corte de peso molecular de 100 kDa.

9. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la segunda concentracién es, como minimo, aproximadamente el
19% en proteina (p/v).

10. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la primera membrana tiene un corte de peso molecular suficiente
para retener, como minimo, el 90% de la proteina presente en la solucion.

11. Método, segun la reivindicacion 4, en el que la primera concentracion es aproximadamente el 5%, en el que, en
la etapa c), aproximadamente el 5 % de la proteina diafiltrada se formula en aproximadamente 0,16 a
aproximadamente 0,30 M de glicina y el pH se ajusta a aproximadamente 4.3.

12. Método para concentrar una proteina de una solucion que comprende la proteina, segun la reivindicacion 1,
comprendiendo el método:

a) ultrafiltrar la solucion utilizando una primera membrana para formar una primera solucion de fraccion retenida
gue comprende la proteina a una primera concentracién de aproximadamente el 5%, en el que la primera
membrana tiene un corte de peso molecular suficiente para retener, como minimo, aproximadamente el 90%
de la proteina;

b) diafiltrar la primera solucién de fraccion retenida utilizando la primera membrana con agua para formar una
segunda solucion de fraccion retenida que comprende la proteina a aproximadamente la primera
concentracion;

c) formular aproximadamente el 5 % de la proteina diafiltrada de la etapa b) en aproximadamente 0,16 a
aproximadamente 0,30 M de glicina, en el que la formulacion comprende ademas ajustar el pH hasta
aproximadamente 4,3; y

d) ultrafiltrar la segunda solucion de fraccion retenida utilizando una segunda membrana para formar una
solucion final de fraccion retenida que comprende la proteina a una segunda concentracion de
aproximadamente el 19 a aproximadamente el 21 %, en el que la segunda membrana tiene un corte de peso
molecular de aproximadamente dos veces el corte de peso molecular de la primera membrana, en el que la
segunda concentracion es superior a la primera concentracion.

13. Método, segun la reivindicacion 1 6 12, en el que la proteina es IgG.
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14. Método, segln la reivindicacién 13, en el que la primera membrana tiene un corte de peso molecular de
aproximadamente 25 kDa a aproximadamente 75 kDa.

15. Método, segun la reivindicacion 14, en el que la primera membrana tiene un corte de peso molecular de
aproximadamente 50 kDa, en el que la segunda membrana tiene un corte de peso molecular de aproximadamente

100 kDa.
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Dependencia de la Viscosidad con la Temperatura
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Formacion de Dimeros en el Tiempo
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