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DESCRIPCION
Membrana con grupos sulfénicos para eliminar agregados de proteina
DESCRIPCION DE LA INVENCION
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona generalmente con medios para eliminar material biolégico de soluciones de
proteina. Mas particularmente, a una membrana de filtracion cargada negativamente saturada con una composicion
de recubrimiento entrecruzada polimerizada, y con métodos de fabricacion y uso de la misma.

Antecedentes de la invencion

La eliminacién de agregados de proteina y particulas virales es una tarea de separacion frecuentemente encontrada
durante el proceso de fabricacion de moléculas bioldgicas terapéuticas a base de proteinas derivadas ya sea de
organismos completos o de fuentes de cultivo de células de mamiferos. Por ejemplo, las soluciones de proteinas
derivadas de plasma tales como proteinas de inmunoglobulina (IgG) y otras proteinas (naturales o recombinantes)
tales como anticuerpos monoclonales (mAb), péptidos, sacaridos y/o acidos nucleicos tipicamente contienen
agregados de proteina que comprenden trimeros de proteina o polimeros de proteinas més altos que obstruyen y
contaminan filtros de retencion viral y similares.

Un problema comun en la eliminacion de particulas virales de una solucion de proteina por filtracion es el uso de
filtros de ultrafiltracion de capacidad relativamente baja que aumentan significativamente el coste y retrasan la
operacion de filtracion. Dado que el tamafio de una particula viral es solo aproximadamente 3-5 veces mayor que el
de una molécula de proteina, es decir, aproximadamente 25 nm frente a aproximadamente 5-10 nm, el tamafio de
poro del filtro debe elegirse cuidadosamente para que se encuentre entre los tamafos de estas entidades, por lo
general alrededor de 20 nm. Por lo tanto, los agregados de proteinas mas grandes que aproximadamente un trimero
o polimeros de proteinas mas altos, asi como las proteinas desnaturalizadas, lipidos, triglicéridos y similares, no
podran pasar a través de un filtro de retenciéon viral tipico, causando obstruccion de poros y reduciendo
significativamente la capacidad (rendimiento) del filtro. Incluso a bajas concentraciones de 0,01 a 0,1%, estos
constituyentes no deseados e indeseables obstruiran rapidamente los filtros de retencion de virus.

Sin embargo, la agregacion de proteinas sigue siendo un problema creciente en la fabricacion de bioprocesos de
moléculas bioldgicas terapéuticas a base de proteinas debido al aumento de los titulos de las soluciones. Los
agregados de proteina se forman en diferentes etapas del proceso de purificacion, y para mantener el rendimiento
adecuado de los filtros de retencion de virus, los agregados de proteinas deben eliminarse antes de alcanzar los
filtros de retencién de virus. Las opciones para eliminar selectivamente agregados de proteina mayores que
aproximadamente un trimero o polimeros de proteina superiores a partir de una solucion de proteina incluyen la
utilizacion de cromatografia en gel de alto coste o cromatografia de exclusion por tamafio. La forma mas
conveniente para eliminar selectivamente los agregados de proteina es pasar una solucion de proteinas y/u otras
biomoléculas a través de un medio de filtracion corriente arriba antes de alcanzar el filiro de retencion de
ultrafiltraciéon de particulas virales localizado corriente abajo, a través del cual los agregados de proteina se retienen
selectivamente corriente arriba, permitiendo que mondémeros de proteina en la solucién de proteina fluyan a través
del filtro de retencion viral.

Un método para eliminar agregados de proteina y particulas virales de una soluciéon de proteina comprende un
proceso de ultrafiltracion en dos etapas que usa membranas de ultrafiltracion en cada etapa. Véase, por ejemplo, la
patente de los Estados Unidos No. 6,365,395 a Antoniou, en la que los agregados de proteina se eliminan de una
solucion de proteina corriente arriba, en una primera etapa de filtracion, y las particulas virales se eliminan de la
solucion de proteina libre de agregados de proteina corriente abajo, en la segunda etapa de filtracion.

La patente de los Estados Unidos No. 7,118,675 a Siwak et al. ensefia otro proceso de filtracion de dos etapas para
eliminar agregados de proteina y particulas virales de una corriente de proteina en la que la corriente de proteina se
filtra primero a través de una o mas capas de filtros de profundidad adsorbentes, membranas porosas cargadas o
modificadas superficialmente, o un pequefio lecho de medios cromatograficos para producir una corriente de
proteina libre de agregado de proteina. Esto es seguido por una segunda etapa de pasar la solucion recuperada a
través de una membrana de ultrafiltracion para eliminar las particulas virales.

El documento de los Estados Unidos US 2009/0029438 A1 se relaciona con geles macroporosas que llenan los
poros de un sustrato, que pueden usarse para filtracion, adsorcion y cromatografia idnica, por ejemplo, el uso para la
eliminacion de proteinas a través de la ultrafiltracion. D1 describe polimerizacion in situ de 2,50 g (=10% en peso de
solucion) de AMPS, 0,372 g (=15% en peso de AMPS) entrecruzador MBA, fotoiniciador, disuelto en 25 ml de una
mezcla de dioxano:H20 con una proporcion de volumen 9:1 en un soporte. La solucion se aplica al soporte, que se
intercala entre dos hojas y se pasa un rodillo de goma sobre el intercalado para eliminar el exceso de solucion. La
irradiacion UV se uso durante 1 hora a 350 nm.
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Un método disponible para el pretratamiento de una corriente de proteina utiliza filtracion de profundidad usando
medios de celulosa combinados con un coadyuvante de filtraciéon inorganico. Por ejemplo, Prefiltro Viresolve®,
disponible comercialmente de la Corporacién Millipore, pretende aumentar el rendimiento de los filtros de parvovirus
cuando se usa para pretratar una corriente de proteina antes de la filtracién del virus. Sin embargo, este prefiltro ha
demostrado una resistencia inadecuada al tratamiento caustico, asi como a los extraibles organicos relativamente
altos. Dado que a menudo es deseable limpiar o desinfectar los filtros de virus con una solucién caustica, y cuando
un filtro de virus se combina con un prefiltro, el proceso de desinfeccion se vuelve significativamente mas robusto y
economico cuando ambos se pueden desinfectar en linea con el mismo tratamiento. Por lo tanto, es deseable
proporcionar un medio de pretratamiento para una solucién de proteina que pueda resistir la exposicion a una
solucion acuosa caustica (por ejemplo, NaOH 0,1 N durante 1 hora) sin pérdida de las propiedades de prefiltracion.

Ademas, la filtracién de virus se usa tipicamente tarde en el proceso de purificacion de proteinas donde es deseable
minimizar la cantidad de extraibles organicos que entran en la corriente de fluido. Los filtros de profundidad con base
en celulosa y adyuvantes de filtracion han demostrado niveles significativamente mas altos de sustancias extraibles
que las membranas, y por lo tanto pueden presentar un problema potencial para la etapa tardia de purificacion de
moléculas bioldgicas y similares.

Por consiguiente, seria deseable proporcionar medios de filtracion, y dispositivos y procesos para usar y fabricar los
mismos, para eliminar agregados de proteina y otros componentes de obstruccion y contaminaciéon de una solucion
que contiene proteinas y/o biomoléculas mediante un proceso de prefiltracion corriente arriba que evite la
obstruccion prematura de los medios de filtracion corriente abajo tales como los utilizados junto con la eliminacion
por ultrafiltraciéon corriente abajo de particulas virales de una solucién que contiene proteinas y/o biomoléculas.

RESUMEN DE LA INVENCION

En respuesta a las necesidades anteriores asociadas con la eliminacion de agregados de proteina y particulas
virales en la fabricacion de biomoléculas y moléculas bioldgicas terapéuticas con base en proteinas derivadas ya
sea de organismos completos o de fuentes de cultivos de células de mamiferos, la presente invencién proporciona
un medio de filtracién con carga negativa de acuerdo con la reivindicacién 1 y un método para fabricar un medio
poroso recubierto entrecruzado polimerizado cargado negativamente de acuerdo con la reivindicacién 7. En ciertas
realizaciones, un medio de filtracién microporoso cargado negativamente que tiene una alta densidad de carga que
es estable a medios causticos, es decir, resistente a la degradacion por soluciones alcalinas y adecuado para su uso
en la eliminacion selectiva de agregados de proteina de una solucion de proteina corriente arriba de la eliminacién
por ultrafiltracion de particulas virales.

Esta especificacion ensefa, en ciertas realizaciones, la eliminacion corriente arriba de agregados de proteina de una
corriente de proteina antes de la filtracidn viral corriente abajo u otras etapas de bioprocesamiento de la corriente de
proteina. La eliminacion corriente arriba de los agregados de proteina reduce el contaminacién y obstrucciéon que de
otro modo ocurriria a los filtros virales corriente abajo, aumentando asi su rendimiento y flujo.

En ciertas realizaciones, esta especificacion muestra un medio microporoso de carga negativa desechable para
eliminar agregados de proteina de una soluciéon de proteina, eliminando asi el coste asociado con la limpieza y
almacenamiento del medio filtrante entre usos, asi como eliminando el coste y el tiempo asociados con la validacién
de tales procedimientos de limpieza requeridos por las agencias reguladoras gubernamentales.

En ciertas realizaciones, esta especificacién proporciona un medio microporoso recubierto cargado negativamente
que tiene una alta densidad de carga, que comprende un sustrato microporoso y una composicién de recubrimiento
entrecruzada polimerizada in situ en las superficies exterior e interior del sustrato tras la exposiciéon a un haz de
electrones y en ausencia de un iniciador de radicales libres de polimerizacion quimica. La composiciéon de
recubrimiento entrecruzado se forma preferiblemente a partir de un monémero de acrilamidaalquilo polimerizable por
radicales libres cargado negativamente y un agente de entrecruzamiento de acrilamida.

En ciertas realizaciones, esta especificacion proporciona un medio microporoso recubierto cargado negativamente
que tiene una alta densidad de carga que comprende un sustrato microporoso y una composicion de recubrimiento
entrecruzada formada a partir de un monémero de acrilamidaalquilo polifuncional polimerizable que tiene grupos
colgantes de acido sulfénico cargados negativamente y sales del mismo, y un agente de entrecruzamiento de
acrilamida polifuncional polimerizado in situ en las superficies exterior e interior del sustrato. Aunque la
polimerizacion se inicia preferiblemente exponiendo el sistema mondmero/entrecruzador/medios, a radiacion
ionizante tal como haz de electrones en ausencia de un iniciador de radicales libres de polimerizacion quimica,
también se puede emplear un iniciador de radicales libres de polimerizacién quimica adecuado para iniciar la
polimerizacion.

En una realizacion adicional, esta especificacion ensefia un medio microporoso recubierto cargado negativamente
que comprende un sustrato microporoso y una composicién de recubrimiento entrecruzada formada a partir de una
solucion reactiva que comprende un monémero polimerizable de acido 2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico (AMPS)
y sales del mismo y un entrecruzador N, N'-metilenobisacrilamida (MBAm) polimerizado in situ en las superficies
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interna y externa del sustrato. La composicion resultante de recubrimiento entrecruzada polimerizada comprende
Unicamente enlaces de entrecruzamiento amida-amida.

En aln oftra realizacion adicional, esta especificaciéon ensefia una membrana microporosa recubierta cargada
negativamente que comprende un sustrato microporoso y una composicion de recubrimiento polimerizada
entrecruzada de AMPS vy sales del mismo, en la que la composicion de recubrimiento entrecruzada se polimeriza in
situ en las superficies interna y externa del sustrato.

En una realizacién adicional, esta especificacion ensefia una membrana microporosa que tiene una composicion de
recubrimiento entrecruzada polimerizada que cubre por completo las superficies internas y externas del sustrato
microporoso, que comprende ademas un monomero suplementario modificador de la propiedad, que preferiblemente
esta presente en una cantidad menor que cualquiera del monémero del grupo que contiene acido sulfénico cargado
negativamente o el agente de entrecruzamiento.

En otras realizaciones, esta especificacion proporciona una membrana microporosa recubierta, adecuada para uso
en un dispositivo de prefiltracion, para eliminar selectivamente agregados de proteina de una solucién de proteina en
un proceso de filtraciéon de flujo normal (NFF) sin salida. La solucion de proteina se filtra previamente a través de un
medio de filtracidon que incluye una o mas capas de una membrana microporosa recubierta como se ensefia aqui,
para recuperar una solucion de proteina sustancialmente libre de agregados de proteina.

En aun otras realizaciones, esta especificacién proporciona métodos para la preparacion de un medio microporoso
recubierto cargado negativamente que tiene una alta densidad de carga, en el que un sustrato microporoso se
recubre, se pone en contacto o se satura de otra forma con una composicion de recubrimiento entrecruzada que
comprende un grupo de acido sulfénico cargado negativamente que contiene un monémero de acrilamidaalquilo
polimerizable, un agente de entrecruzamiento de acrilamida y opcionalmente, un iniciador quimico de radicales
libres, depositado sobre la totalidad de las superficies interiores y exteriores del sustrato microporoso.

En aun otras realizaciones, esta especificacion proporciona métodos para la preparacion de un medio microporoso
recubierto negativamente que tiene una alta densidad de carga, en el que un sustrato microporoso se recubre con
una composicién de recubrimiento entrecruzada polimerizada que comprende mondémeros polimerizables de AMPS
y sales de los mismos, y un agente de entrecruzamiento de acrilamida, tal como MBAm sobre la totalidad de las
superficies externa e interna del sustrato microporoso, de manera que la composicion de recubrimiento entrecruzada
se polimeriza in situ sobre la totalidad de las superficies interna y externa del sustrato microporoso.

En otra realizacién, esta especificacién proporciona un método para la preparacion de un sustrato microporoso
recubierto con una composicién de recubrimiento entrecruzada polimerizada que comprende las etapas de: a)
proporcionar un sustrato microporoso; b) lavar opcionalmente el sustrato microporoso con un liquido humectante
para humedecer toda la superficie interna y externa del sustrato; c) lavar opcionalmente las superficies hiumedas del
sustrato microporoso con un segundo liquido humectante para reemplazar el primer liquido humectante, dejando las
superficies externa e interna del sustrato humectadas con el segundo liquido; d) poner en contacto el sustrato con
una solucion reactiva que comprende mondmeros de acrilamidaalquilo polimerizables cargados negativamente, un
agente de entrecruzamiento de acrilamida tal como MBAm, y opcionalmente un iniciador de polimerizacién de
radicales libres; €) depositar la composiciéon de recubrimiento de mondémeros de acrilamidaalquilo entrecruzados
cargados negativamente sobre las superficies interna y externa del sustrato; f) eliminar el sustrato recubierto
saturado con la composicion de recubrimiento entrecruzada de la solucion reactiva; g) polimerizar la composicion de
recubrimiento de acrilamidaalquilo entrecruzado formando una composicién de recubrimiento entrecruzada
polimerizada sobre la totalidad de las superficies interna y externa del sustrato; h) enjuagar el sustrato microporoso
recubierto en agua y/o disolvente orgénico para eliminar cualquier material oligomérico y sin reaccionar; y i) secar el
sustrato microporoso recubierto.

En aun otra realizacion, esta especificacion proporciona la separacion selectiva de agregados de proteina y
particulas virales de una solucion de proteina mediante un proceso de filtracion en dos etapas que comprende
primero filtrar, bajo modo de filtracion de flujo normal, una solucién de proteina a través de un dispositivo de
prefiltraciéon que tiene una o mas capas de la membrana microporosa recubierta como se ensefia aqui, recuperando
luego la solucién de proteina sustancialmente libre de agregado de proteina. La segunda etapa de filtracion
comprende filtrar, bajo NFF o modo de filtracién de flujo tangencial (TFF), la soluciéon de proteina recuperada a
través de una o mas membranas de eliminacién viral de ultrafiltracion para retener las particulas virales y permitir el
paso de la solucion de proteina libre de particulas virales a través del mismo.

En otras realizaciones, esta especificacion proporciona una membrana microporosa recubierta cargada
negativamente adecuada para uso en un dispositivo de prefiltracion que usa un proceso de NFF sin salida para
eliminar selectivamente agregados de proteina y otros constituyentes de contaminacion y obstrucciéon de una
solucion acuosa de proteinas.
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En otras realizaciones, esta especificacion proporciona un proceso de prefiltracion que usa un dispositivo de
prefiltracion que incluye una o mas membranas desechables recubiertas microporosas como se ensefia aqui, para
eliminar selectivamente agregados de proteinas de una solucién biolégica mediante el uso del proceso NFF.

En aun otra realizacion, esta especificacion proporciona un proceso para eliminar selectivamente agregados de
proteina de una solucién acuosa que contiene biomoléculas antes de la eliminacion de particulas virales, que
comprende filtrar la solucidon acuosa que contiene biomoléculas a través de una o mads membranas microporosas
rerecubiertas como se ensefia aqui, bajo modo de operacion NFF y recuperar la solucion que contiene biomoléculas
sustancialmente libres de agregados de proteina.

Es otro objeto de esta especificacion proporcionar un proceso para eliminar selectivamente agregados de proteinas,
proteinas desnaturalizadas, lipidos, triglicéridos y similares, a partir de una solucién acuosa que contiene
biomoléculas antes de la eliminacién corriente abajo de particulas virales, que comprende filtrar la solucién acuosa
de biomoléculas a través de uno o mas membranas de prefiltracién recubiertas microporosas como ensefia aqui,
bajo un modo de operacion NFF, y recuperar la solucién acuosa que contiene biomoléculas sustancialmente libre de
agregados de proteina, proteinas desnaturalizadas, lipidos, triglicéridos y similares.

En otra realizacion, esta especificacion proporciona un proceso para eliminar selectivamente agregados de proteina
de una solucion de proteina usando una 0 mas membranas microporosas recubiertas cargadas negativamente como
se ensefia aqui en un modo de operacion NFF.

En aun otras realizaciones, esta especificacion proporciona un proceso para eliminar selectivamente agregados de
proteina de una proteina una solucién usando una o mas membranas microporosas recubiertas cargada
negativamente como se ensefia aqui, en un modo NFF, seguido de la eliminacién de particulas virales por modo
NFF o TFF a través de una o mas membranas de eliminacion viral de ultrafiltracion.

Esta especificacion proporciona ademas un proceso para tratar un fluido bioldégico que contiene biomoléculas
positivamente cargadas, que comprende poner en contacto el fluido biolégico con una membrana microporosa
recubierta cargada negativamente tal como se ensefia aqui.

Esta especificacion proporciona ademas un dispositivo de filtro, un dispositivo de cromatografia y/o un médulo de
membrana que comprende uno 0 mas sustratos microporosos recubiertos cargados negativamente que tienen una
alta densidad de carga tal como se ensefia aqui.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra una primera realizacidn del proceso de esta invencion;

La figura 2 es un diagrama de flujo que ilustra otra realizacién del proceso de esta invencion;

La figura 3 representa graficamente la mediciéon del desempefio de rendimiento de una combinacién de prefiltroffiltro,
de acuerdo con otra realizacion, utilizando una solucién de exposicion de SeraCare IgG con choque térmico (punto
isoeléctrico de aproximadamente 6-9) a una presion operativa de 30 psig en un intervalo de diferentes condiciones

de conductividad y pH de la solucién;

La figura 4 representa un analisis de SDS-PAGE de material proteico enlazado a un prefiliro de membrana, de
acuerdo con otra realizacion, durante pruebas de rendimiento y eluido con solucién de NaCl 1M;

La figura 5 representa un andlisis de SDS-PAGE de material proteico que se enlazé a un prefiltro de membrana de
acuerdo con otra realizacion, durante pruebas de rendimiento y se eluy6 con agua desionizada;

La figura 6 muestra graficamente el peso molecular de proteina eluida cuantificada con SEC, en donde no se detecto
proteina en las muestras de elucién de agua, y se encontré6 una cantidad significativa de especies de alto peso
molecular (HMW) en el material de elucién de sal, en el que la cantidad de especies de HMW esta por debajo del
nivel de deteccién en la solucion de alimentacion, mientras que el 23% de las especies de HMW se eluye de una
membrana de prefiltro de acuerdo con otra realizacién, lo que indica enlace preferencial de los agregados;

La figura 7 representa esquematicamente el modo de la eliminacion del virus de prefiltracion desacoplado; y

La figura 8 representa esquematicamente el modo de eliminacion de virus de prefiltracién por siembra en cruz
(acoplado).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Antes de describir la presente invencién en mas detalle, se definiran varios términos.
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A pesar de que los intervalos numéricos y los parametros que establecen el amplio alcance de la invencién son
aproximaciones, los valores numéricos expuestos en los ejemplos especificos se informan de la manera mas precisa
posible. Sin embargo, cualquier valor numérico contiene inherentemente ciertos errores necesariamente resultantes
de la desviacion estandar encontrada en sus respectivas mediciones de prueba.

Tal como se usa aqui, "AMPS" se refiere al acido 2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico y sales del mismo.

Como se usa aqui, los términos "biomolécula" o "molécula bioldgica" pretenden significar cualquier molécula
organica que sea parte de un organismo vivo, o analogos de la misma. Por lo tanto, las biomoléculas incluyen, pero
no se limitan a, polimeros de aminoacidos, por ejemplo, péptidos y proteinas (que incluyen anticuerpos y enzimas) y
polimeros de nucledtidos tales como moléculas de ADN o ARN y sondas de ADN y ARN. También se incluyen
dentro de la definiciéon de biomoléculas los carbohidratos y los lipidos. Se pretende que los analogos sintéticamente
producidos de cada uno de los anteriores se incluyan en la definicién del término "biomolécula”.

Como se usa aqui en conexion con los sustratos de membrana y los métodos de la presente invencion, el término
"membrana limpia" significa una membrana o sustrato de membrana que, cuando se produce, tiene cualquiera de:

a. menos de aproximadamente 50 microgramos de materia extraible por centimetro cuadrado de membrana, y
preferiblemente menos de aproximadamente 25 microgramos de materia extraible por centimetro cuadrado, como se
determina mediante la prueba de extraccion de NVR descrita aqui; o

b. menos de aproximadamente 25 microgramos de materia extraible por centimetro cuadrado de membrana como
se determina mediante la prueba de TOC extraibles descrito aqui.

Como se usa aqui, el término "resistente caustico" o "caustico estable" aplicado a las membranas microporosas
recubiertas de la invencion significa una membrana que no tiene cambio medible de caracteristicas de permeabilidad
0 adsorcién después de la exposicion a 0,1 NaOH durante dos horas a temperatura ambiente.

Como se usa aqui, el término "polimero entrecruzado" significa un polimero hecho a partir de dos o0 mas monémeros
que tiene dos 0 mas sitios reactivos que pueden tomar parte en una reaccion de polimerizacién, o puede entrecruzar
cadenas de polimero separadas.

Como se usa aqui, "MBAmM" se refiere a N, N'-metilenobisacrilamida.
Como se usa aqui, "NFF" se refiere a la filtracién de flujo normal.

El término "polimero" como se usa aqui pretende incluir composiciones poliméricas formadas a partir de uno o mas
monodmeros polimerizables.

Como se usa aqui, el término "mondmero polifuncional" significa monémeros que tienen mas de un grupo funcional
insaturado.

Como se usa aqui, el término "solucion reactiva" significa una solucién que comprende al menos un monémero
polimerizable polifuncional que tiene uno o mas grupos que contienen acido sulfénico cargado negativamente y
sales del mismo, y un agente de entrecruzamiento de acrilamida polifuncional. Un ejemplo de una realizacién
preferida de la solucién reactiva es una solucidon acuosa que comprende mondmeros polimerizables de AMPS y
sales de los mismos, y un agente de entrecruzamiento MBAm.

Como se usa aqui, el término "superficie" como se aplica a los recubrimientos superficiales de las membranas y
métodos de la invencion significara toda el area superficial de un medio o membrana microporosa, incluyendo
superficies externas o exteriores y superficies internas o interiores de los medios 0 membrana microporosos. Los
términos "superficie externa" o "superficie exterior" significan una superficie que estd expuesta a la vista, por
ejemplo, cualquiera de las superficies planas o microporosas de una membrana. El término "superficie interna" o
"superficie interior" pretende indicar la superficie interna de una red microporosa, es decir, el area intersticial, de un
medio o0 membrana microporosa.

Como se usa aqui, "TFF" se refiere a la filtracion de flujo tangencial.

Sustratos microporosos

Con respecto a la presente invencion, definiremos sustratos de ultrafiltracion en comparacion con sustratos de
membranas con base en las definiciones de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC),

"Terminology for membranes and membrane processes", publicada en Pure Appl. Chem., 1996, 68, 1479, como
sigue:
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microfiltracion: proceso de separacion a base de membrana impulsado por presion en el que se rechazan particulas
y macromoléculas disueltas de mas de 0,1 um; y

ultrafiltracién: proceso de separacion a base de membrana impulsado por presién en el que se rechazan particulas y
macromoléculas disueltas menores de 0,1 ym y mayores que aproximadamente 2 nm.

Como se usa aqui, los términos "microfiltracion" o "microporoso” cuando se usan en conexiéon con una membrana,
sustrato, filtro o medio pueden estar en cualquiera de varias formas, que incluyen, pero no se limitan a laminas,
tubos y fibras huecas.

Como se usa aqui, el término "ultrafiltracion" cuando se usa en conexién con una membrana, sustrato, filtro o medio
puede estar en cualquiera de varias formas, que incluyen, pero no se limitan a laminas, tubos y fibras huecas.

Las membranas porosas Utiles en la practica de la presente invencion se clasifican como simétricas o asimétricas,
refiriéndose a la uniformidad de los tamafios de poro a través del espesor de la membrana, o, para una fibra hueca,
a través de la pared microporosa de la fibra. Como se usa aqui, el término "membrana simétrica" significa una
membrana que tiene un tamafio de poro sustancialmente uniforme a través de la seccion transversal de la
membrana. El término "membrana asimétrica" significa una membrana en la que el tamafio medio de poro no es
constante a través de la seccion transversal de la membrana.

Por ejemplo, en membranas asimétricas, los tamafios de poro pueden variar suavemente o discontinuamente en
funcién de la ubicacion a través de la seccién transversal de la membrana. Como se apreciara, dentro de la
definicion de "membranas asimétricas" se incluyen membranas que tienen una proporcion de tamafios de poro en
una superficie externa a aquellas en la superficie externa opuesta que son sustancialmente mayores que uno.

Membranas representativas para uso en la presente invencion ensefiadas aqui incluyen aquellas formadas a partir
de membranas microporosas o sustratos que estan cargados negativamente, y que pueden tener una quimica
superficial (tal como hidrofilicidad o hidrofobicidad), tal como se ensefia en las patentes de los Estados Unidos
ndmeros 5,629,084 a Moya y 4,618,533 a Steuck. Una amplia variedad de sustratos microporosos hechos de una
amplia variedad de materiales son utiles en la practica de la presente invencién. Los ejemplos de tales sustratos
microporosos incluyen polisacéaridos, tela no tejida, ceramica, metal, algodén, celulosa que incluyen mezclas de
celulosa/silice asi como derivados de celulosa tales como acetato de celulosa, fibra de vidrio, a base de polimeros y
combinaciones de los mismos.

En una realizacion preferida como se ensefia aqui, el sustrato microporoso para recibir la composicion de
recubrimiento entrecruzado es una membrana microporosa a base de polimero.

Los polimeros representativos que pueden usarse para fabricar el sustrato microporoso y las membranas Uutiles en la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, poliacrilamidas sustituidas o no sustituidas, poliestirenos,
polimetacrilamidas, poliimidas, poliacrilatos, policarbonatos, polimetacrilatos, polimeros hidrofilos de polivinilo,
poliestirenos, polisulfonas, polietersulfonas, copolimeros o estireno y divinilbenceno, polisulfonas aromaticas,
politetrafluoroetilenos (PTFE), polimeros termoplasticos perfluorados, poliolefinas, poliamidas aromaticas, poliamidas
alifaticas, polietilenos de peso molecular ultra alto, difluoruro de polivinilideno (PVDF), polieteretercetonas (PEEK),
poliésteres y combinaciones de los mismos.

Los sustratos microporosos utiles en la presente invencion también se pueden preparar a partir de medios de
cromatografia que incluyen medios de exclusion por tamafio, medios de intercambio idnico y medios hidrofébicos o
hidrofilicos. En una realizacién particularmente preferida, el sustrato de membrana microporosa es una membrana
de polietersulfona. Las personas experimentadas en la técnica podran identificar facilmente otros polimeros utiles en
la formacion de sustratos microporosos adecuados para la presente invencion. En realizaciones en las que el
sustrato de membrana microporosa es hidrdéfilo, los materiales preferidos para el sustrato incluyen poliamidas,
acetato de celulosa y celulosa.

La composicién de recubrimiento entrecruzada polimerizada

La composicién de recubrimiento entrecruzada polimerizada descrita aqui se forma a partir de una solucién reactiva
que comprende al menos un mondémero de acrilamidaalquilo polifuncional polimerizable que tiene uno o mas grupos
que contienen acido sulfénico colgante cargado negativamente y/o sales del mismo, y un agente de
entrecruzamiento de acrilamida polifuncional. La solucién reactiva es una solucién acuosa que comprende
monomeros polimerizables de acido 2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico (AMPS) y sales de los mismos, y un
agente de entrecruzamiento de acrilamida polifuncional tal como N, N'-metilenobisacrilamida (MBAm), en el que la
composicion de recubrimiento resultante polimerizada entrecruzada comprende Unicamente enlaces de
entrecruzamiento amida-amida.

La solucion reactiva comprende preferiblemente una solucion acuosa de mondmeros polimerizables de &cido 2-
acrilamida-2-metilpropanosulfénico (AMPS) y sales de los mismos, y entrecruzadores de N, N'-metilenobisacrilamida
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(MBAm). EI mondmero AMPS esta presente en la solucion reactiva a una concentracion entre 1% en peso y 20% en
peso, preferiblemente entre 3% en peso y 6% en peso con base en el peso de la solucion reactiva. El agente de
entrecruzamiento de MBAm esta presente en la solucion reactiva en una concentracion entre 5% en peso y 100% en
peso con base en el peso del monémero de AMPS.

La composicién de recubrimiento entrecruzada se polimeriza in situ sobre la superficie del sustrato microporoso, asi
como las paredes internas del poro, en ausencia de cualquier iniciador de radicales libres de polimerizacion quimica,
tras la exposicién a la radiacion del haz de electrones. Preferiblemente, la composicion de recubrimiento
entrecruzada polimerizada cubre la totalidad de las superficies externa e interna del sustrato microporoso.

La composicion de recubrimiento entrecruzada puede comprender ademas un mondmero complementario
modificador de la propiedad, que esta presente preferiblemente en una cantidad que es menor que cualquiera del
mondémero de acrilamidaalquilo polifuncional que tiene un grupo que contiene acido sulfénico colgante cargado
negativamente, o el agente de entrecruzamiento de acrilamida polifuncional.

Proceso de fabricacion del sustrato poroso recubierto cargado negativamente

La solucion reactiva se aplica sobre las superficies externa e interna del sustrato microporoso, de manera que el
sustrato se satura con la solucidon reactiva a través de la totalidad de sus superficies externas e internas. La
deposicién deseada de la solucidn reactiva sobre las superficies interna y externa del sustrato microporoso se
efectia como un recubrimiento directo, y no requiere ni utiliza un componente quimico de enlace intermedio o unidad
estructural tal como un aminoécido o similar.

Se prefiere usar un sustrato microporoso que humedezca facilmente con solucién de polimerizacion. Esto minimiza
el tiempo y los costes relacionados con la prehumectacion de sustratos no humectables con solvente organico y
realizar intercambio de disolventes.

Sin embargo, cuando se utiliza un sustrato microporoso no humectable, con el fin de saturar sustancialmente la
totalidad de las superficies interna y externa con la composicién de polimero entrecruzado/injertado polimerizado, la
primera etapa en la formacién del sustrato microporoso recubierto preferiblemente comprende lavar el sustrato con
una composicion de disolvente tal como una mezcla de agua y un disolvente organico que no expande o disuelve el
sustrato microporoso, y que humedece las superficies exteriores del sustrato microporoso asi como las paredes
interiores de los poros.

Las composiciones de disolvente organico y agua adecuadas para este fin incluyen metanol/agua, etanol/agua,
acetona/agua, tetrahidrofurano/agua o similares. El propdsito de esta etapa de humectacion es asegurar que el
mondémero AMPS polimerizable y sales del mismo y el entrecruzante MBAm, contactado posteriormente con el
sustrato microporoso, humedezcan la totalidad de las superficies internas y externas del sustrato microporoso. Este
paso de humectacion preliminar puede eliminarse cuando el bafio de reactivo, descrito a continuacion, funciona por
si mismo para humedecer la totalidad de la superficie del sustrato microporoso. Esto puede efectuarse cuando el
bafio de reactivo contiene una alta concentracién de reactivos organicos, por ejemplo 15% en peso o mas.

Después de humedecer el sustrato microporoso, se pone en contacto un bafio reactivo que comprende el monémero
AMPS polimerizable por radicales libres y sales del mismo, y un entrecruzador MBAm en un disolvente, con el
sustrato microporoso, saturando asi las superficies interna y externa del sustrato. El disolvente particular empleado
para el bafo de reactivo dependera del polimero o material particular utilizado para formar el sustrato microporoso.
Todo lo que se necesita es que el monémero AMPS y el entrecruzador MBAm se disuelvan en el disolvente, que el
disolvente no ataque el sustrato microporoso, y que el disolvente no afecte negativamente la reaccion de
polimerizacion. Los disolventes adecuados representativos incluyen agua o disolventes organicos tales como
alcoholes, ésteres, acetona o mezclas acuosas compatibles de los mismos.

Después de que el sustrato microporoso se sumerge en la solucion reactiva, de modo que las superficies interna y
externa se saturen completamente con la solucion reactiva, el sustrato microporoso se elimina de la solucién para
efectuar la reaccion de polimerizaciéon fuera de la solucién de manera que el monémero AMPS polimerizable no es
desperdiciado. Por lo tanto, la reaccion puede realizarse por lotes o de manera continua. Cuando se opera como un
proceso continuo, una lamina de sustrato microporoso se satura con la solucion reactiva y luego se transfiere a una
zona de reacciéon donde se expone a la energia del haz de electrones para efectuar la reaccién de polimerizacion.

La polimerizacion puede iniciarse empleando radiacién ionizante en ausencia de un iniciador de radicales libres de
polimerizaciéon quimica, o no de acuerdo con la invencion, se puede usar un iniciador quimico de radicales libres en
lugar de la radiacién ionizante.

Cuando se usa un iniciador de radicales libres, se agrega a la solucién de polimerizacién antes de humedecer el
sustrato microporoso, tipicamente en la cantidad para 0,01 a 1%. Dependiendo de la naturaleza quimica del iniciador
de radicales libres, la polimerizacién puede iniciarse mediante calor o radiacion UV. Un ejemplo de iniciador activado
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por UV (es decir, fotoiniciador) es 1-[4-(2-hidroxietoxi)-fenil]-2-hidroxi-2-metil-1-propano-1-ona (disponible de Ciba
Specialty Chemicals, Basilea, Suiza, bajo el nombre comercial Irgacure® 2959).

Cuando no se utiliza un iniciador quimico de polimerizacién por radicales libres para polimerizar la solucién reactiva,
la polimerizacién, que ocurre in situ, depende de exponer la solucién reactiva saturando las superficies interna y
externa del sustrato a radiacion de haz de electrones, a una dosis de al menos aproximadamente 0,1 Mrads a
aproximadamente 6 Mrads, con el fin de efectuar la polimerizacion de los monémeros de AMPS, dando como
resultado un sustrato microporoso recubierto sobre la totalidad de sus superficies interior y exterior con una
composicion de recubrimiento entrecruzada polimerizada. Se ha encontrado que el recubrimiento completo del
sustrato microporoso con el polimero entrecruzado puede efectuarse sin la necesidad de un iniciador quimico de
polimerizacion por radicales libres.

Después de que la dosis deseada de radiacién ha sido administrada por el haz de electrones, el sustrato
microporoso recubierto se enjuaga en agua y/o metanol para eliminar los materiales sin reaccionar y oligoméricos. El
sustrato recubierto se seca entonces y se prueba para la rehumectacion, el flujo y otras propiedades.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencién y no estan destinados a limitar la misma.
En los siguientes ejemplos, se aplica lo siguiente:

El rendimiento de la membrana, expresado en volumen por unidad de area de membrana, es el volumen de solucion
que puede filtrarse a través de la membrana antes de que el flujo disminuya (para el modo de presién constante) o
aumente la presion (para el modo de flujo constante) mas alla de un umbral practico. En los siguientes ejemplos, el
numero V75 es el rendimiento de la combinacion del prefiltro y el filtro de retencién de virus cuando el flujo inicial se
redujo en un 75%, cuando el experimento se realizé a una presion constante de 2,07 bar (30 psi).

Tiempo de flujo

El tiempo de flujo es una medida del efecto del espesor del recubrimiento sobre el tamafio de poro del sustrato. Si el
recubrimiento es muy delgado, entonces el cambio en el tamafio de poro del sustrato es pequefio y el cambio en el
tiempo de flujo sera pequeno. Si el espesor del recubrimiento es grande, entonces el cambio en el tamafo del poro
del sustrato y en el tiempo de flujo serd grande. El tiempo de flujo del sustrato se mide antes y después de la
modificacién para determinar el grado de restriccion de poro que ha ocurrido. Se calcula el porcentaje del flujo
original retenido por el sustrato modificado. En general, cuanto mayor es la retencion del flujo original, mas deseable
es el sustrato.

El tiempo de flujo se mide bajo condiciones especificas y reproducibles. El método estandar para determinar el
tiempo de flujo utilizado aqui es medir el tiempo en segundos requerido para que 500 ml de agua fluyan a través de
un disco de 47 mm de sustrato en un soporte de vidrio para filtro a 69,85 cm (27,5 pulgadas) de vacio de mercurio.

La solucidon de proteinas que contiene agregados se generé de acuerdo con el procedimiento descrito en G.R.
Bolton et al., Biotechnol. Appl. Biochem. (2006) 43, 55-63. Una solucion de 0,1 g/l de IgG humana (HS-475;
SeraCare Life Sciences, Oceanside, CA, Estados Unidos) en regulador de acetato 50 mM (pH 5,0, NaCl 100 mM) se
calent6é a 60 °C durante 1 hora para desnaturalizar la proteina y producir agregados. Esta solucién se sembré de
nuevo en la IgG no desnaturalizada a 9% vol. Esta solucion se utilizé en todos los ejemplos para medir el
rendimiento de la membrana.

La capacidad de un sustrato recubierto de humectarse espontaneamente con agua es una propiedad importante de
un sustrato recubierto. El tiempo de rehumectacion se determina dejando caer el sustrato recubierto en el agua y
midiendo el tiempo en segundos para que el sustrato recubierto se humecte por completo. Esto se observa
visualmente cuando el sustrato recubierto que se vuelve mas oscuro a medida que se humecta.

Procedimiento general para recubrir el sustrato

El siguiente procedimiento describe un método general para el tratamiento del sustrato microporoso recubierto
mediante radiacion de haz de electrones para producir un sustrato microporoso recubierto cargado negativamente
que tiene una alta densidad de carga. El sustrato se humecta en metanol, se enjuaga en agua y se empapa en una
solucion reactiva entrecruzable de monomérica AMPS/MBAmM polimerizable acuosa durante varios minutos para
asegurar el intercambio completo. Si la solucion de reaccion entrecruzable monomérica AMPS/MBAmM polimerizable
acuosa es capaz de humectar el sustrato directamente, no son necesarias las etapas de intercambio
prehumectacion.

La tecnologia de haz de electrones utilizada para iniciar la polimerizaciéon de monémeros de AMPS en las superficies
del sustrato incluye, por ejemplo, los métodos descritos en la patente de los Estados Unidos No. 4,944,879 a Steuck.
Steuck, por ejemplo, ensefia una muestra de red o individual que pasa a través de una cortina de electrones
generada por un procesador de haz de electrones. El procesador administra la dosis deseada desde
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aproximadamente 100 kV a aproximadamente 200 kV. La red mdvil o muestra se transporta a una velocidad
adecuada para dar el tiempo de exposicidon deseado bajo la cortina. El tiempo de exposicién, combinado con la
dosis, determina la rata de dosis. Los tiempos de exposicion tipicos son desde aproximadamente 0,5 segundos a
aproximadamente 10 segundos. Las ratas de dosis son desde 0,01 kGy (kiloGray) a 6 kGy, es decir, 0,1-6 Mrads.

Después de que la dosis deseada de radiacion ha sido administrada por el haz de electrones, el sustrato
microporoso tratado se enjuaga en agua y/o metanol para eliminar los materiales sin reaccionar y oligoméricos. El
sustrato luego se seca y se prueba para la rehumectacion, el flujo y otras propiedades.

El siguiente procedimiento describe un método general para el tratamiento del sustrato microporoso recubierto
utilizando un fotoiniciador para producir un sustrato microporoso recubierto cargado negativamente que tiene una
alta densidad de carga. El sustrato se humecta en metanol, se enjuaga en agua y se empapa en una solucién
reactiva polimerizable de monémeros AMPS /entrecruzadores MBAm que contiene un fotoiniciador de radicales
libres durante varios minutos para asegurar el intercambio completo. Si la solucidon reactiva polimerizable de
mondémeros AMPS/entrecruzadores MBAm es capaz de humectar el sustrato directamente, no son necesarias las
etapas de intercambio prehumectacion.

Los fotoiniciadores utilizados para iniciar la polimerizacion de monémeros de AMPS sobre las superficies del sustrato
incluyen, por ejemplo, los descritos en J.-P.Fouassier, Photoinitiation, Photopolymerization, and Photocuring: Carl
Hanser Verlag, Munich, Alemania, 1995, pp. 20-93, y en la Tabla 3-1, p. 21.

La polimerizacion de AMPS se efectla exponiendo el sustrato poroso saturado con solucion AMPS/
entrecruzador/fotoiniciador a radiacién ultravioleta, visible o infrarroja, a la dosis suficiente para efectuar la
descomposicion del fotoiniciador y la generacién de radicales libres. Una fuente adecuada de radiacion ultravioleta
puede incluir un transportador UV con dos fuentes de luz ultravioleta, una en la parte superior y otra en la parte
inferior, tal como la fabrica Fusion UV Systems, Inc. (Gaithersburg, MD).

Después de que la dosis deseada de radiacion ha sido administrada por fuente de luz, el sustrato microporoso
tratado se enjuaga en agua y/o metanol para eliminar los materiales sin reaccionar y oligoméricos. El sustrato luego
se seca y se prueba para la rehumectacion, el flujo y otras propiedades.

Uso del sustrato recubierto poroso cargado negativamente

En una realizacion, esta especificacion proporciona un proceso para eliminar selectivamente agregados de proteina
que incluyen, pero no se limitan a, trimeros de proteinas y polimeros de proteinas superiores, asi como otros
constituyentes indeseados de obstruccion y contaminacion de una solucién que contiene proteinas y/o biomoléculas.

En otra realizaciéon de esta especificacion, una soluciéon de proteina se filtra en primer lugar con un medio retentivo
para retener selectivamente los agregados de proteina que comprenden trimeros de proteina y polimeros de
proteinas superiores, al tiempo que permite el paso de mondmeros de proteinas a través de los mismos. Esta etapa
de filtracion se efectiia usando un dispositivo de una o mas capas de una membrana adsorbente. Cuando se utilizan
estos materiales, se efectua la eliminacion de agregados de proteina sustancialmente completa mientras permite la
recuperacion de mas de aproximadamente 85% de mondmero de proteina, preferiblemente mas de
aproximadamente 90% de mondmero de proteina, mas preferiblemente mas de 98% de mondmero de proteina.

La figura 1 representa una de las realizaciones preferidas del proceso de esta invencion 10 que utiliza un modo de
filtracion de presion constante. Una solucién 12 de proteina es retenida por el depdsito 14 presurizado y es
bombeada a la unidad 16 de medios de filtracién por la presién en el tanque a través del conducto 18. La solucion
esta sujeta a un modo de flujo de filtracion normal siendo los agregados retenidos por los medios y la solucion libre
de agregado descargada como el filtrado de la primera etapa 10. El filtrado se pasa a través del conducto 20 para un
posterior procesamiento corriente abajo tal como la segunda etapa de filtracion 22 (explicado en detalle a
continuacion), y luego a un conducto 24 de salida. Al operar de esta manera, los agregados de proteinas son
retenidos por la unidad 16 de medios mientras que mondémeros de proteinas pasan a través de los medios 16.

Alternativamente, se podria usar una bomba para crear la presion constante del sistema, aunque no se prefiere, ya
que la salida de la bomba deberia controlarse cuidadosamente a una presion constante a través de valvulas o
velocidad de la bomba y requeriria un sistema de retroalimentacion para garantizar que la presion se mantiene
constante.

Otra realizacion de esta especificacion se muestra en la figura 2 en la que se usa un modo de operacion de flujo
constante. En este sistema, se usa una bomba 26 situada entre el depdsito 28 (tipicamente no presurizado, en
comparacion con el deposito 14 presurizado de la realizacion de la figura 1) y la primera etapa 30 de filtracion para
mantener un flujo constante. Se bombea una solucién 31 de proteina a través del conducto 32 a la entrada 34 de
bomba, y luego se bombea a través del conducto 36 a la primera etapa 30 de filtracion. La soluciéon de proteina 31
se somete a un modo de flujo de filtracion normal con los agregados siendo retenidos por el filtro de la primera etapa
30, en la que la solucion libre de agregado se descarga como filtrado de la primera etapa 30. El filtrado se pasa a
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través del conducto 38 para un posterior procesamiento corriente abajo tal como el segundo paso de filtracion 40
(explicado en detalle a continuacién), y luego a un conducto 42 de salida.

Si se desea, se puede agregar un bucle de recirculacion (no mostrado) en la salida (no mostrada) de la primera
etapa 30 de filtracion y recircular el filtrado a través de la etapa 30 de filiracion una o mas veces adicionales, para
reducir adicionalmente el nivel de agregado en el filtrado. El uso de una valvula (no se muestra) es la manera mas
simple para controlar el flujo entre el bucle de recirculacién y el conducto corriente abajo. Sin embargo, los pases de
recirculacion adicionales son generalmente innecesarios y aumentan el tiempo y los costes de fabricacion
innecesariamente. Se ha encontrado que un pase de recirculacion es tipicamente suficiente.

En la segunda etapa de filtraciéon (22 o 40), se lleva a cabo una filtracién de eliminacién viral después de la
eliminacion del agregado. Los virus se eliminan de la solucién libre de agregado mediante un filtro de flujo normal
(NFF) o un filtro de filtracién de flujo tangencial (TFF) tal como se describe en la patente de los Estados Unidos No.
6,365,395, presentada el 3 de noviembre de 2000.

Una solucion de proteina se prefiltra en primer lugar a través de un prefiltro de medio microporoso recubierto
cargado negativamente que tiene una alta densidad de carga como se ensefia aqui, para la eliminacion de
agregados de proteina. La prefiltracion se efectua preferiblemente usando un modo NFF sin salida. La filtracién sin
salida se refiere a la filtracion en la que toda la corriente de fluido que se filtra pasa a través del filtro sin reciclar ni
retener el flujo. Cualquier material que no pase a través del filtro permanece en la superficie superior del filtro o
permanece dentro del filtro.

Cuando se filtra una solucion de proteina corriente arriba, en una primera etapa, usando el prefiltro de medio
microporoso recubierto para eliminar agregados de proteina como se ensefia aqui, los filtros de retencion de
particulas virales se pueden utilizar corriente abajo en una segunda etapa. En una realizacion, el filtro de eliminacion
de agregados de proteina puede eliminarse después del uso.

Cuando se utiliza una segunda etapa de filtracion, tal como se describe en la patente de los Estados Unidos No.
6,365,395 a Antoniou, para retener selectivamente particulas virales, la filtracién puede efectuarse con una o mas
membranas de ultrafiltracion ya sea por TFF o por NFF sin salida, en la que la solucién de proteina producida por
este proceso de filtracion en dos etapas es proteina libre de aglomerados vy libre de virus. La una o mas membranas
de ultrafiltraciéon retienen particulas virales mientras que permiten el paso de monémeros de proteinas a través de
las mismas.

Después de la etapa de filtracion viral TFF, la membrana de ultrafiltracion se puede enjuagar opcionalmente con
agua o una solucion reguladora acuosa para recuperar cualquier proteina retenida por la membrana.

Cuando una solucion de proteina que comprende trimeros de proteina y polimeros superiores de proteina se prefiltra
en primer lugar con la membrana recubierta microporosa cargada negativamente que tiene una alta densidad de
carga como se ensefia aqui, los agregados de proteina se retienen selectivamente mientras permiten el paso de
monomeros de proteina a través de los mismos. Esta etapa de prefiltracion se efectia utilizando un prefiltro que
tiene una o mas capas de membranas microporosas recubiertas cargadas negativamente, en el que la eliminacion
sustancialmente completa de agregados de proteina de la solucion de proteina se efectia permitiendo la
recuperacion de mas de aproximadamente 85% de mondmeros de proteina, preferiblemente mas de
aproximadamente 90 % de monémeros de proteina, y mas preferiblemente mayor que 98%.

El uso de las membranas microporosas recubiertas cargadas negativamente usadas en la etapa de prefiltracion para
eliminar los componentes de obstruccion de una solucién de biomoléculas proporciona ventajas sustanciales sobre
los procesos convencionales de separacion de proteinas y particulas virales convencionales. Como el dispositivo de
filtracion de la primera etapa (eliminacion de los componentes de obstruccion) se opera en el modo NFF, puede ser
desechable y no hay un proceso de limpieza que esté sujeto a procedimientos de validacion y similares. Ademas, el
modo de operacién de flujo normal es menos costoso de comprar y operar, ya que se necesita gastar menos capital
para establecer dicho sistema en comparacién con un sistema de tipo de ultrafiltracion TFF. Ademas, dado que la
membrana utilizada en la segunda etapa de filtracion para eliminar particulas virales no se contamina o se obstruye
con agregados de proteina, se extiende su vida util.

Otra ventaja proporcionada por la invencion como se ensefia aqui incluye que la membrana microporosa recubierta
utilizada en la primera etapa de prefiltracion no tiene que ser una membrana de ultrafiltracién.

En general, se puede ver la mejora en el rendimiento y el flujo obtenido con el paso de eliminacion de agregado
NFF. La Vmax fue al menos un 900% mayor que la Vmax obtenida sin el paso de eliminacion de agregado NFF.

La presente invencion proporciona un medio simple para la eliminacion corriente arriba de agregados de proteina de
una corriente y/o solucion de proteina antes de que se produzca la filtracién viral corriente abajo u otras etapas del
proceso. Este paso de prefiltracién reduce la contaminacion y la obstruccién que de otro modo ocurriria corriente
abajo a los filtros de retencion viral y similares, aumentando dramaticamente el rendimiento. Ademas, esto se hace
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sin la necesidad de TFF que es mas costoso de comprar y ejecutar y que debe limpiarse entre usos. La presente
invencién permite eliminar el filtro de agregado permitiendo eliminar el coste de limpieza y almacenamiento de la
membrana entre los usos y el coste y el tiempo de validacion de los procedimientos propios a las agencias
reguladoras tales como la FDA.

Cuando se eliminan particulas virales de una solucion de proteina sustancialmente libre de agregados de proteina,
el filtrado de la etapa de eliminacion de agregado de proteina se dirige a una segunda etapa de filtracion. La
segunda etapa de filtracion utiliza una o mas membranas de filtracion de retencién viral (tipicamente de
ultrafiltracion) que pueden realizarse en el modo TFF o el modo NFF.

En cualquier modo, la filtracion se realiza bajo condiciones para retener las particulas virales, generalmente con un
diametro de 20 a 100 nandmetros (nm), en la superficie de la membrana mientras permite el paso de monémero de
proteina y una porcién de dimero de proteina a través de la membrana.

Las membranas de retencion viral de ultrafiltracion adecuadas representativas usadas en la etapa de eliminacion de
particulas virales de la segunda etapa incluyen las formadas a partir de celulosa regenerada, polietersulfonas,
poliarilsulfonas, polisulfonas, poliimidas, poliamidas, fluoruro de polivinilideno (PVDF) o similares, e incluyen
membranas VIRESOLVE® NFP, VIRESOLVE® Pro, y RETROPORE® disponibles de Millipore Corporation of
Billerica, MA, Estados Unidos. Estas se pueden suministrar en forma de cartucho NFF, como los filtros virales
VIRESOLVE® NFP, o como casetes para TFF, como casetes PELLICON®, también disponibles en Millipore
Corporation of Billerica, MA, Estados Unidos.

Los filtros virales utilizados en el proceso de esta invencion se caracterizan por un valor de retencion logaritmica
(LRV; el logaritmo negativo del coeficiente de cribado) para particulas virales y otras particulas que aumentan
monotonicamente con el diametro de la particula; en el intervalo de tamafio de interés para particulas virales de 20 a
100 nm de diametro. Empiricamente, el LRV aumenta continuamente con el tamafio del area proyectada de la
particula (el cuadrado del diametro de la particula).

Cuando se eliminan particulas virales de pequefio tamafio de una solucién de proteina, se obtiene un LRV
satisfactorio de al menos aproximadamente 3. Sin embargo, el limite de peso molecular se reduce, reduciendo asi la
recuperacion de proteinas. Por lo tanto, es preferible una membrana que proporcione LRV y recuperacion de
proteina satisfactorias. Las membranas utilizadas en el proceso de esta invencion son capaces de producir un LRV
para particulas virales de 3 y pueden extenderse hasta tan alto como aproximadamente 8 o mas donde el tamafio de
particula viral esta entre 10 y 100 nm de diametro.

La corriente de proteina libre de agregados de proteina puede entonces filtrarse a través de una o mas membranas
de ultrafiltracion para retener particulas virales a un nivel de retencion de al menos 3 LRV, y permitir el paso a través
de una solucion de proteina libre de particulas virales y agregados libres de proteina.

Esta especificacion proporciona ademas un dispositivo, por ejemplo, un dispositivo de filtro, dispositivo de
cromatografia, dispositivo de transferencia macromolecular, disposicion de distribucion de flujo, y/o un médulo de
membrana que comprende uno o mas sustratos recubiertos microporosos cargados negativamente como se ensefia
aqui. El dispositivo puede estar en cualquier forma adecuada, por ejemplo, el dispositivo puede incluir un elemento
de filtro que comprende el sustrato recubierto microporoso cargado negativamente tal como se ensefia aqui en una
forma sustancialmente plana o plisada. En otra realizacién, el elemento de filtro puede tener una forma hueca
generalmente cilindrica.

Si se desea, el dispositivo puede incluir las membranas recubiertas microporosas de prefiltro como se ensena aqui
en combinacién con capas de drenaje o soporte corriente arriba y/o corriente abajo. El dispositivo puede incluir una
pluralidad de membranas, por ejemplo, para proporcionar un elemento de filtro multicapa, o apilado para
proporcionar un médulo de membrana, tal como un moédulo de membrana para uso en cromatografia de membrana.
Los cartuchos de filtro pueden construirse incluyendo una carcasa y tapas terminales para proporcionar un sellado
de fluido, asi como al menos una entrada y al menos una salida. Los dispositivos pueden construirse para operar en
modo de flujo cruzado o de flujo tangencial (TFF), asi como en modo sin salida (NFF). Por lo tanto, la solucién o
corriente que contiene proteina a tratar puede pasarse, por ejemplo, tangencialmente a una superficie de membrana,
o pasarse perpendicularmente a una superficie de membrana.

En otra realizacion, las membranas recubiertas microporosas tal como se ensefian aqui pueden usarse
individualmente o en grupos, de manera que la solucién que contiene proteina se pone en contacto con uno o mas
elementos de prefiltro en flujo paralelo o en serie. Por ejemplo, las membranas microporosas recubiertas tal como se
ensefian aqui pueden usarse en grupos, por ejemplo capas multiples apiladas (generalmente de 3 a 8) selladas en
el mismo armazon. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 2,788,901 a Boeddinghaus et al. y la
patente de los Estados Unidos No. 5,085,784 a Ostreicher.
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Una realizacion mostrada en la figura 1, representa una primera etapa 10 de proceso, en la que se utiliza un modo
de filtracion de presidon constante. Una solucién 12 de proteina es retenida por el depdsito 14 presurizado y es
bombeada a la unidad 16 de medios de filtracidn por la presion en el tanque a través del conducto 18. La solucién 12
de proteina es sometida a un modo de flujo de filtracién normal con los agregados de proteina siendo retenidos por
un prefiltro de medios recubierto microporoso cargado negativamente como se ensefia aqui, contenido dentro de la
unidad 16 de medios de filtracion, y la solucion libre de agregados de proteina se descarga como filtrado de la
primera etapa 10. El filtrado se pasa luego a través de un conducto 20 para un posterior procesamiento corriente
abajo, tal como una segunda etapa 22 de proceso de filtracion (como se explica mas abajo) y en el que el filtrado
sale de la etapa 22 del proceso a través de un conducto 24 de salida. Operando de esta manera, una solucion libre
de agregado de proteina resulta de agregados de proteina retenidos por la unidad 16 de medios que tiene el prefiltro
de medio recubierto microporoso cargado negativamente ensefiado aqui, mientras que los monémeros de proteinas
y similares pasan a través de la unidad 16 de medios.

Alternativamente, se puede usar una bomba para crear la presion constante del sistema, aunque no se prefiere ya
que la salida de la bomba deberia controlarse cuidadosamente a una presién constante a través de valvulas o
velocidad de la bomba y requeriria un sistema de retroalimentacion para asegurar que la presién se mantiene
constante.

Otra realizacién se muestra en la figura 2, representa una primera etapa 30 de proceso, en la que se usa un modo
de funcionamiento de flujo constante. En este sistema, una bomba 26 esta situada entre el depdsito 28 (tipicamente
un depdsito no presurizado, en comparacion con el recipiente 14 de depdsito presurizado de la realizacion mostrada
en la figura 1) y la unidad 35 de medios de filtracién para mantener un flujo constante. La solucion 31 de proteina se
bombea a través del conducto 32 a la entrada 34 de la bomba y se bombea a través del conducto 36 a la unidad 35
de medios de filtracion. De nuevo, el prefiltro usado en la primera etapa 30 es el medio recubierto microporoso
cargado negativamente como se ensefia aqui, y también usado en la figura 1. La solucién 31 de proteina se somete
a un modo de flujo normal de filtracion en el que los agregados de proteina son retenidos por el prefiltro en la unidad
35 de medios de filtracién, y una solucion libre de agregados de proteina se descarga como filtrado y se pasa a
través del conducto 38 para un posterior procesamiento corriente abajo, tal como una segunda etapa 40 de proceso
de filtracion (como se explica abajo), y luego a un conducto 42 de salida. Operando de esta manera, una solucion
libre de agregado de proteina resulta de los agregados de proteina retenidos por la unidad 35 de medios que tiene el
prefiltro de medios recubierto microporoso cargado negativamente ensefiado aqui, mientras que los monémeros de
proteinas y similares pasan a través de la unidad 35 de medios.

Un bucle de recirculacion (no mostrado) puede ubicarse en una salida (no mostrada) de la primera etapa de filtracion
(10, 30) y recircular el filtrado a través de la primera etapa de filtracidon una o mas veces adicionales para reducir ain
mas el nivel de agregado de proteina en el filtrado si es necesario. El uso de una valvula (no se muestra) es el medio
mas simple para controlar el flujo entre el bucle de recirculacion y el conducto corriente abajo. Se ha encontrado que
un pase de recirculacion es suficiente. Los pasos de recirculacion adicionales son generalmente innecesarios y
aumentan el tiempo y los costes de fabricacion innecesariamente.

Se plantea la hipdtesis de que el prefiltro de membrana de la presente invencion opera predominantemente
mediante enlace iénico de agregados de proteina cargados positivamente en su superficie cargada negativamente.
Con base en esta comprension de cédmo se cree que funciona el mecanismo del prefiltro, se puede determinar de
manera adecuada las condiciones de operacion, la eleccién de estrategias de validacion y el abordaje de la
resolucion de posibles problemas.

El mecanismo de la operacién del prefiltro puede investigarse mediante el analisis del rendimiento del prefiltro en
una variedad de condiciones de solucion. Por ejemplo, se variaron la conductividad y el pH de una solucion de
exposicion y se midio el rendimiento de la combinacién de prefiltroffiltro. Se utilizé6 SeraCare IgG con choque de calor
(punto isoeléctrico o "pl" de aproximadamente 6-9) (SeraCare Life Sciences, Inc., Milford, MA, Estados Unidos) en la
solucion de exposicion a una presion operacional de 30 psig. Como se representa en la figura 3, el prefiltro es mas
efectivo en un intervalo de pH por debajo del pl de agregados y un intervalo de conductividad de alrededor de 2-16
mS/cm. La carga positiva neta en los agregados se reduce a medida que el pH se aproxima al pl, y las interacciones
de carga global se debilitan a medida que aumenta la conductividad. El rendimiento relativamente pobre del prefiltro
a pH alto y alta conductividad parece confirmar que las interacciones iénicas son principalmente responsables de la
eliminacion del agregado de la corriente de anticuerpo.

El material proteico enlazado al prefiliro de membrana durante las pruebas de rendimiento se elimind (eluyd) y se
analizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y cromatografia de
exclusion por tamario (SEC). Se estudiaron dos condiciones de elucion: eluciéon con solucién de NaCl 1 M (mostrada
en la figura 4) y con agua desionizada (mostrada en la figura 5). A partir de los datos de SDS-PAGE, no se observo
elucion de proteina en agua desionizada en la figura 5, mientras que estaban presentes fuertes bandas de
anticuerpo y agregado en el eluido de sal 1 M figura 4. El peso molecular de la proteina eluida se cuantificé con SEC
como se muestra en la figura 6. Aunque no se detecto6 proteina en las muestras de elucion de agua, se encontré una
cantidad significativa de especies de alto peso molecular (HMW) en el material de elucién de sal, mostrado en la
figura 6. La cantidad de especies de HMW esta por debajo del nivel de deteccion en la solucion de alimentacion,
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pero una cantidad significativa (23%) se eluye de la membrana de prefiltro, lo que indica un enlace preferencial de
los agregados, también mostrada en la figura 6. Esto refuerza aun mas la suposicion de que el enlace iénico de los
agregados a la superficie de la membrana es el mecanismo principal de la operacion del prefiltro.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Se prepard una solucion acuosa que contenia 4,5% en peso de sal de sodio de acido 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonico (AMPS-Na) y 0,9% de N, N'-metilenobisacrilamida. Se corté una membrana de polietersulfona
hidréfila con un tamafio de poro de 0,22 um (comercialmente disponible como Millipore Express® SHF) en piezas
cuadradas de 14 cm por 14 cm y se sumergio en esta solucién durante 30 segundos para asegurar una humectacion
completa. El exceso de solucion se elimind, y la membrana se expuso a 2 MRads de radiacién de haz de electrones
bajo atmésfera inerte. La membrana se enjuagd posteriormente con agua desionizada y se secd al aire. Tres capas
de esta membrana se sellaron en un dispositivo de polipropileno ventilado, con un area de filtracion de membrana de
3,1 cm?. El soporte se conectd en linea a un dispositivo similar que contiene dos capas de membrana de eliminacion
de parvovirus Viresolve® Pro. Esta combinacion de dispositivo se probd primero con respecto a la permeabilidad con
solucion reguladora de acetato y luego para el rendimiento con una solucion de anticuerpos policlonales que
contiene agregados preparada como se describié anteriormente. La Tabla 1 muestra el rendimiento combinado de
esta combinacion de filtros.

Ejemplo 2

Se siguid el procedimiento delineado en el Ejemplo 1, pero se reemplazé AMPS-Na con 4,0% en peso de acido 2-
acrilamida-2-metilpropanosulfénico (AMPS).

Ejemplo 3

Se prepar6 una solucion acuosa que contenia 4,5% en peso de sal de sodio de acido 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonico (AMPS-Na) y 0,9% de N, N'-metilenobisacrilamida. Se corté una membrana de polietersulfona
hidréfoba con un tamafio de poro de 0,22 um (precursor no hidrofilizado de Millipore Express® SHF) en piezas
cuadradas de 14 por 14 cm y se sumergio en isopropanol durante 1 minuto, se transfirié a agua desionizada durante
5 minutos y luego se sumergié en la solucion de monémero durante 3 minutos. El exceso de solucion se elimind, y la
membrana se expuso a 2 MRads de radiacion de haz de electrones bajo atmdsfera inerte. La membrana se enjuago
posteriormente con agua desionizada y se seco al aire. Se siguié el procedimiento de prueba descrito en el Ejemplo
1.

Ejemplo 4

El procedimiento descrito en el Ejemplo 1 se siguié con una membrana de polietersulfona hidrofila que tiene un
tamafo de poro de 0,8 ym, disponible comercialmente bajo el nombre comercial Micropes de Polypore Inc de la
unidad Membrana GMBH, Wuppertal, Alemania.

Ejemplo 5, no de acuerdo con la invencion

Se prepard una solucion acuosa que contenia 4,5% en peso de sal de sodio de acido 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonico (AMPS-Na), 0,9% de N, N'-metilenobisacrilamida y 0,2% de iniciador UV 1-[4-(2-hidroxietoxi)-
fenil]-2-hidroxi-2-metil-1-propano-1-ona (disponible de Ciba Specialty Chemicals, Basilea, Suiza, bajo el nombre
comercial Irgacure® 2959). Una membrana hidrofébica de polivinilideno difluoruro con un tamafo de poro de 0,65
um se cortd en piezas cuadradas de 14 cm por 14 cm y se sumergio en isopropanol durante 1 minuto, se transfirio a
agua desionizada durante 5 minutos y luego se sumergi6 en la solucién de mondmero durante 3 minutos. El exceso
de solucion se eliming, y la membrana se expuso a radiacion ultravioleta bajo atmésfera inerte. La membrana se
enjuago posteriormente con agua desionizada y se secd al aire. Se siguio el procedimiento de prueba descrito en el
Ejemplo 1.

Ejemplo 6 no de acuerdo con la invencién

Se prepard una solucién acuosa que contenia 4,5% en peso de sal de sodio de acido 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonico (AMPS-Na), 0,9% de N, N'-metilenobisacrilamida y 0,2% de iniciador UV 1-[4-(2-hidroxietoxi)-
fenil]-2-hidroxi-2-metil-1-propano-1-ona (disponible de Ciba Specialty Chemicals, Basilea, Suiza, bajo el nombre
comercial Irgacure® 2959). Se corté una membrana de polietileno hidroéfilo de peso molecular ultra alto con un
tamafio de poro de 0,65 pym en piezas cuadradas de 14 por 14 cm y se sumergié en esta solucién durante 30
segundos para asegurar una humectacion completa. El exceso de solucion se elimind, y la membrana se expuso a
radiacion ultravioleta bajo atmodsfera inerte. La membrana se enjuagd posteriormente con agua desionizada y se
seco al aire. Se sigui6 el procedimiento de prueba descrito en el Ejemplo 1.
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Ejemplo 7

Se prepar6é una membrana modificada como se describe en el Ejemplo 1. Se fabricaron dispositivos de polipropileno
moldeado que contenian 1, 2, 3 y 6 capas de esta membrana, y se probaron como se describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 8
Se siguio el procedimiento en el Ejemplo 1, la concentracion de AMPS-Na se vari6 de 2 a 6%.
Ejemplo 9

La membrana preparada en el Ejemplo 1 se expuso dos veces a irradiacion gamma de 30 kGy cada una, para una
dosificacion total de 60 kGy, es decir, 3 Mrads cada una, para una dosificacion total de 6 Mrads. La eficacia de
eliminacion del agregado se probé antes y después de la exposicion como se describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 10

La membrana preparada en el Ejemplo 1 se lavé con una solucién 0,5 N de hidroxido de sodio durante 1 hora a
presion constante de 1,72 bar (25 psi), luego se lavé con agua desionizada durante 60 min a 2,07 bar (30 psi) y se
probo la eficiencia de eliminacién del agregado como es delineado en el Ejemplo 1.

Ejemplo comparativo 1

La prueba de rendimiento se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 1, con la excepcion de que no se utilizd
ninguna etapa de prefiltracion. Dos capas de la membrana de eliminacion de parvovirus Viresolve®Pro de Millipore
Corporation se sellaron en un dispositivo ventilado de polipropileno. Este dispositivo se probd primero para la
permeabilidad con solucion reguladora de acetato, y luego para el rendimiento con una solucién que contiene
agregados de anticuerpos policlonales preparada como se describié anteriormente. La Tabla 1 muestra el
rendimiento combinado de esta combinacioén de filtros.

Ejemplo Comparativo 2
Se utilizdé un Prefiltro Viresolve® de Millipore Corporation para eliminar agregados de proteina de una corriente de
proteina. Un dispositivo comercialmente disponible con un area de filtraciéon de 5 cm? se conecté en linea a un

dispositivo que contenia Viresolve® Pro y se probé como se describié anteriormente.

La Tabla 1 (ejemplo 5,6 no estan de acuerdo con la invencion)
Membrana Permeabilidad, | Rendimiento V75

L/(m*h-psi) de solucion que
contiene
= permeabilidad agregados de
* 14,50 para anticuerpos
obtzener policlonales,
L/(m“hbar) L/m?
Ejemplo 1 15,5 3.549
Ejemplo 2 14,8 2.894
Ejemplo 3 14,1 2.782
Ejemplo 4 14,9 825
Ejemplo 5 1,64 850
Ejemplo 6 14,6 1.602
Ejemplo 7
1 capa 15,5 708
2 capas 14,6 1.725
3 capas 14,1 3.549
6 capas 13,7 11.548
Ejemplo 8 15,5 3.879
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Membrana Permeabilidad, | Rendimiento V75

L/(m?h-psi) de solucion que
— contiene
= permeabilidad | agregados de
* 14,50 para anticuerpos
obtgner policlonales,
L/(m“hbar) L/m?
Ejemplo 9 15,5 3.743
Ejemplo 17 7%
Comparativo
1
Ejemplo 12,8 14.765
Comparativo
2

Un aspecto en el desarrollo de una etapa de filtraciéon de virus para una aplicacién de anticuerpo monoclonal es
determinar la estrategia para la verificacion de que la eliminacion del virus lograda mediante este paso de filtracion
se realiza solo por exclusion de tamafio (SEC). Las estrategias y recomendaciones de validacion de virus se
desarrollan mediante la comprension del enlace del virus a un prefiltro.

Se ha demostrado que el Prefiltro Viresolve® (fibras de celulosa con Diatomita) elimina virus de mamiferos mediante
adsorcion en modo mixto. Dado que es un requisito reglamentario demostrar la eliminacion del virus solamente
mediante exclusion de tamafo (SEC) durante la validacion de la etapa de filtracion del virus, el prefiltro Viresolve®
debe desacoplarse del filtro de virus, como se representa en la figura 7. El material de alimentacion se filtra primero
a través del Prefiltro Viresolve®, y luego se siembra con virus, seguido por filtracién de virus. En muchos casos,
desacoplar el prefiltro Viresolve® del filtro de virus puede conducir a reducir la capacidad incluso en ausencia de
siembra de virus. La figura 7 representa esquematicamente un modo de prefiltracién desacoplado de eliminacion de
virus. Mientras que la figura 8 representa esquematicamente un modo de prefiltraciéon por siembra en cruz
(acoplado) de eliminacién de virus.

Un beneficio potencial de un prefiltro cargado negativamente, a base de membrana de acuerdo con esta invencion
en una aplicacién de eliminacion viral, puede ser la capacidad de sembrar virus a través del prefiltro durante la
validacioén del virus para maximizar las capacidades y mejorar la facilidad de uso.

Si se observa una eliminacién minima del virus a través del paso de prefiltracion, puede ser posible sembrar en cruz
el prefiltro eliminando cualquier posible efecto de desacoplamiento, asi como también proporcionando una
purificacion adicional de los contaminantes por la siembra de virus.

Se realizé una evaluaciéon del enlace de bacteriofagos y de virus de mamifero a este prefiltro cargado
negativamente. Esto se completd en dos fases: la primera fase fue evaluar los bacteriéfagos como modelos para el
virus de mamifero. Dado que el mecanismo primario de eliminaciéon a través del prefiltro es el enlace a base de
carga, se eligieron bacteriéfagos que tienen puntos isoeléctricos similares a los virus de mamifero relevantes.

Tabla 2: Resumen de virus probados

Fase del Virus Tamano pl
Proyecto estimado estimado
(nm)
Bacteriéfago OX- 25 6,6
174

Bacteriéfago PP7 25-35 4
Mamifero MMV 18-26 4
Mamifero XMuLV 80-110 6

Las muestras de alimentacion recolectadas de dispositivos acoplados dieron como resultado una retencion minima
(<0,2 regiustros) de bacteriéfagos (Phi-X 174 y PP7) y aproximadamente 0,6-1 registros de MMV a través del
prefiltro. En promedio, se conservaron aproximadamente 2 registros de XMuLV. Esto es mas probable debido a la
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diferencia de tamafo entre este virus y los otros en la prueba. Estos resultados sugieren que una estrategia de
validacion de virus que involucra el sembrado en cruz del prefiltro, en el modo acoplado, puede ser posible.

Una propiedad ventajosa de los medios recubiertos microporosos cargados negativamente ensefiados aqui incluye
resistencia quimica para resistir el contacto con soluciones altamente alcalinas en operaciones de limpieza o
desinfeccion sin pérdida de propiedades de filtracion, asi como otras propiedades de superficie, quimicas y
mecanicas deseables.

Un proceso de prefiltracion que utiliza los medios microporosos recubiertos cargados negativamente como se
ensefa aqui y operado en el modo NFF para eliminar constituyentes de obstruccién y contaminacién tales como
agregados de proteina de una solucidon bioldgica, ofrece varias ventajas sobre los procesos de separacion
actualmente usados, porque el medio microporoso recubierto es desechable, por lo que no requiere ningun proceso
de limpieza que esté sujeto a procedimientos de validacién. Ademas, el modo de operacion NFF es menos costoso
de operar en comparacién con los sistemas de tipo TFF de ultrafiltracion.

Ademas, los medios microporosos recubiertos cargados negativamente ensefiados aqui y utilizados corriente arriba
de la eliminacion de particulas virales de una solucion de proteina inhiben la contaminacion del medio de
ultrafiltracion de retencion de particulas virales utilizado corriente abajo, reteniendo los componentes contaminantes
corriente arriba, extendiendo asi la vida util de los medios de ultrafiltracion de retencion de particulas virales.

Las propiedades de los medios microporosos recubiertos con carga negativa de la presente invencion los hacen
atractivos para el uso en la prefiltracion, deteccidon, separacion y/o purificacion de biomoléculas tales como
proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos y particulas virales. Los ejemplos de acidos nucleicos incluyen ARN y ADN
sintéticos o naturales modificados o no modificados.

Los medios microporosos recubiertos cargados negativamente como se ensefian aqui también encuentran uso en
diversas aplicaciones tales como prefiltracion y filtracion de fluidos que contienen proteinas, atomos, moléculas,
biomoléculas y particulas con carga positiva, y transferencia macromolecular de geles de electroforesis tales como la
transferencia de acidos nucleicos y proteinas de geles de electroforesis a una matriz de inmovilizacion.

Los medios microporosos recubiertos cargados negativamente tal como se ensefian aqui también encuentran uso
en la separacion o purificacién de diversos componentes presentes en fluidos biologicos. De este modo, por
ejemplo, los medios microporosos recubiertos se pueden usar en la purificacién de albumina humana a partir del
suero, en el fraccionamiento terapéutico de la sangre y en la separacién de componentes en cultivos de células
genéticamente modificadas o caldos de fermentacion. Los medios microporosos recubiertos también pueden usarse
en la purificacion de, por ejemplo, vacunas virales y vectores de terapia génica tales como particulas virales
adenoasociadas.

La presente invencién proporciona un medio de prefiltracién simple para la eliminacion de agregados de proteina de
una corriente de proteina corriente arriba o antes de la filtracion viral u otras etapas de procesamiento corriente
abajo. Los medios de prefiltracion ensefiados aqui reducen la contaminacion y la obstruccion que de otro modo
ocurririan a los filtros de retencién virales y similares, aumentando de ese modo el rendimiento y el flujo sobre los
procesos de filtracion tradicionales que no incorporan la membrana microporosa recubierta como se ensefia aqui.
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REIVINDICACIONES
1. Un medio de filtracién con carga negativa que comprende:

un sustrato poroso recubierto con un recubrimiento de acrilamidaalquilo entrecruzado polimerizado cargado
negativamente, polimerizado in situ sobre la superficie del sustrato tras la exposicion a un haz de electrones y en
ausencia de un iniciador de radicales libres de polimerizacidon quimica, en el que el recubrimiento comprende solo
enlaces de entrecruzamiento amida-amida y se forma a partir de un monémero de acrilamidaalquilo polimerizable
que comprende acido 2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico y sales del mismo, y un agente de entrecruzamiento de
acrilamida que comprende N, N'-metilenobisacrilamida, y adicionalmente en el que el recubrimiento se forma a partir
de una solucién reactiva acuosa que comprende, en base al peso de la solucién reactiva, desde 1 a 20% en peso de
acido 2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico y sales del mismo, y con base en el peso del acido 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonico y sales del mismo, desde 5 a 100% en peso de N, N'-metilenobisacrilamida, caracterizado
porque el recubrimiento se polimeriza exponiendo el recubrimiento a un haz de electrones que proporciona una
dosis de radiacion de 0,1 a 6 Mrads durante al menos 0,1 segundos.

2. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el sustrato poroso comprende un material seleccionado del
grupo que consiste en poliacrilamidas sustituidas o no sustituidas, poliestirenos, polimetacrilamidas, poliimidas,
poliacrilatos, policarbonatos, polimetacrilatos, polimeros de polivinilo, polisulfonas, polietersulfonas, copolimeros de
estireno y divinilbenceno, polisulfonas aromaticas, politetrafluoroetiieno (PTFE), polimeros termoplasticos
perfluorados, poliolefinas, poliamidas aromaticas, poliamidas alifaticas, polietiienos de peso molecular ultra alto,
difluoruro de polivinilideno (PVDF), polieteretercetonas (PEEK), polisacaridos, poliésteres, celulosa, derivados de
celulosa, fibra de vidrio, algodon, ceramicas, metales, telas no tejidas y combinaciones de los mismos.

3. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el sustrato poroso se lava con un liquido humectante para
humectar el sustrato antes de recubrir el sustrato con el recubrimiento de acrilamidaalquilo entrecruzado
polimerizado cargado negativamente.

4. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el sustrato poroso comprende:

a) una membrana microporosa; o
b) una 0 mas membranas microporosas plisadas.

5. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene una forma cilindrica hueca.

6. Una membrana porosa recubierta cargada negativamente que comprende el medio de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el sustrato comprende:

una membrana porosa que tiene superficies internas y externas, y el recubrimiento de acrilamidaalquilo entrecruzado
polimerizado cargado negativamente que tiene solamente enlaces de entrecruzamiento amida-amida se polimeriza
in situ en las superficies interna y externa de la membrana porosa.

7. Un proceso para fabricar un medio poroso recubierto entrecruzado polimerizado cargado negativamente que
comprende los pasos de:

a) proporcionar un sustrato poroso que tiene superficies internas y externas;

b) proporcionar una solucion reactiva acuosa de monémeros de acrilamidaalquilo polimerizables que comprenden
acido 2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico y sales del mismo, y el agente de entrecruzamiento de acrilamida que
comprende N, N'-metilenobisacrilamida;

c) poner en contacto el sustrato poroso con la solucidn reactiva;

d) formar una composicion de recubrimiento entrecruzada cargada negativamente que tiene solamente enlaces de
entrecruzamiento amida-amida, a partir de la solucién reactiva sobre el sustrato poroso en la que la solucién reactiva
comprende, en base al peso de la solucidon reactiva, desde 1 a 20% en peso de acido 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonico y sales del mismo, y en base al peso del acido 2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico y sales
del mismo, desde 5 a 100% en peso de N, N'-metilenobisacrilamida;

e) polimerizar la composicidon de recubrimiento entrecruzada cargada negativamente in situ sobre el sustrato poroso
en ausencia de un iniciador de radicales libres de polimerizacién quimica, caracterizado porque el recubrimiento se
polimeriza exponiendo el recubrimiento a un haz de electrones que proporciona una dosis de radiacion desde 0,1 a 6
Mrads por lo menos alrededor de 0.1 segundos; y

f) formar un recubrimiento polimerizado entrecruzado cargado negativamente sobre el sustrato poroso.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende ademas la etapa (a1), entre las etapas (a) y (b), de
lavar el sustrato poroso con un liquido humectante para humectar el sustrato.
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9. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende ademas un paso de lavado adicional entre las
etapas (a1) y (b), de lavar el sustrato poroso hiumedo con un segundo liquido humectante para reemplazar el primer
liguido humectante, humectando el sustrato poroso con el segundo liquido.

10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que la etapa (c) comprende
sumergir el sustrato poroso en un bafio de solucion reactiva, saturar las superficies interna y externa del sustrato,
retirando el sustrato recubierto del bafio de solucién reactiva, y eliminar cualquier exceso de solucién reactiva del
sustrato recubierto.

11. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que el sustrato poroso
comprende un material seleccionado del grupo que consiste en poliacrilamidas sustituidas o no sustituidas,
poliestirenos, polimetacrilamidas, poliimidas, poliacrilatos, policarbonatos, polimetacrilatos, polimeros de polivinilo,
polisulfonas, polietersulfonas, copolimeros de estireno y divinilbbenceno, polisulfonas aromaticas,
politetrafluoroetileno (PTFE), polimeros termoplasticos perfluorados, poliolefinas, poliamidas aromaticas, poliamidas
alifaticas, polietilenos de peso molecular ultra alto, difluoruro de polivinilideno (PVDF), polieteretercetonas (PEEK),
polisacéaridos, poliésteres, celulosa, derivados de celulosa , fibra de vidrio, algodén, ceramica, metales, telas no
tejidas y combinaciones de los mismos.

12. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que el sustrato poroso
comprende una membrana microporosa.

13. Un dispositivo de tratamiento de fluidos que comprende:

una carcasa que incluye al menos una entrada, al menos una salida y que define un recorrido de flujo de fluido entre
la entrada y la salida, interpuesto entre la entrada y la salida y a través del recorrido de flujo de fluido hay una
pluralidad de membranas microporosas cargadas negativamente de acuerdo con la reivindicacion 4 o reivindicacion
6.

14. Un proceso para eliminar selectivamente agregados de proteina y particulas virales de una solucién de proteina
que contiene agregados de proteina y particulas virales que comprende los pasos de:

a) filtrar una solucion de proteina que contiene agregados de proteina y particulas virales a través de un medio
microporoso cargado negativamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;

b) recuperar una solucion de proteina sustancialmente libre de agregados de proteina;

c) filtrar la solucién de proteina recuperada a través de una o mas membranas de ultrafiltracion;

d) retener particulas virales en la una o mas membranas de ultrafiltracion a un nivel de al menos 3 Valor de
Retencién Logaritmica (LRV); y

e) recuperar una solucién de proteina sustancialmente libre de particulas virales.

15. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 14, que comprende ademas la etapa de lavar la proteina retenida en
la una o mas membranas de ultrafiltracion.

16. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que la filtracién de la etapa (a) comprende el modo de
filtracion de flujo normal.

17. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la filtracion de la etapa (c) comprende el modo de
filtracion de flujo normal o el modo de filtracion de flujo tangencial.
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