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DESCRIPCION
Evaporacion por membrana para generar medicamentos proteicos altamente concentrados
Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos para la generacion de proteinas altamente concentradas, de
acuerdo con la reivindicacion 1, por €j., anticuerpos o medicamentos proteicos altamente concentrados. De manera
especifica, la invencion se refiere a procedimientos para la generacion de proteinas altamente concentradas que
comprenden la circulacién de una primera solucién de proteinas a través de un dispositivo de ultrafiltracion mientras
se aplica un flujo de gas al lado permeado de una membrana porosa dentro del dispositivo de ultrafiltracion, y la
recogida de una segunda soluciéon de proteinas, en el que la segunda solucién de proteinas esta altamente
concentrada, por ej., mayor que aproximadamente 260 gramos de proteina por litro de solucion. También se desvela
un aparato para su uso en el procedimiento de generacién de proteinas altamente concentradas.

Técnica antecedente relacionada

El paso de concentracion de una proteina en una solucion a menudo es el Ultimo paso en la produccién y
purificacién de proteinas, y cominmente es un paso necesario tanto para aplicaciones farmacéuticas como de
biotecnologia. Sin embargo, los procedimientos usados en la actualidad para la concentracién de proteinas tienen
varias desventajas significativas.

Por ejemplo, algunos procedimientos para la concentracion de soluciones implican procesos de destilacion, por €j.,
destilacién osmética (también conocido como evaporacion osmética) o destilacion térmica. En la destilacion térmica,
dos camaras del aparato, una que contiene la solucién de alimentacion (tal como una solucién que contiene soluto,
por €j., una solucidon que contiene proteina) y otra que contiene el destilado (tal como un disolvente libre de soluto,
por ej., un disolvente libre de proteinas) estan separados por una membrana porosa hidrofoba. Véase, por €j.,
Godino et al. (1996) J. Membr. Sci. 121:83 a 93; Khaeyet et al. (2000) J. Membr. Sci. 165:261 a 272. Una diferencia
de temperatura se mantiene entre las dos camaras, de forma que la temperatura de la camara que contiene la
alimentacion sea mayor que la temperatura de la camara de material destilado. La diferencia de temperatura entre
las camaras provoca una diferencia de presiéon de vapor, que impulsa la transferencia de masa de la camara que
contiene la alimentacion a la camara de material destilado. La fase gaseosa esta presente sélo dentro de los poros
de la membrana hidréfoba. La principal desventaja de la destilacion térmica es que es inadecuada para la
concentracion de la mayoria de las soluciones de proteinas porque las altas temperaturas pueden dafiar solutos
proteicos.

La destilacion osmética implica un principio similar a destilacion térmica, excepto que no se mantiene un gradiente
de temperatura entre las dos camaras. Véase, por €j., Kunz et al. (1996) J. Membr. Sci. 121:25 a 36. Una membrana
porosa hidréfoba separa las dos camaras, y las dos camaras tienen diferentes concentraciones de solutos, que es la
fuerza impulsora para la transferencia de masa. La camara de material destiiado a menudo contiene altas
concentraciones de solutos, por €j., sales, con el fin de mantener las diferencias de presion osmoética. Sin embargo,
en este procedimiento, las concentraciones de proteinas alcanzables se limitan a la presiéon osmética de la solucién
de sal. De manera adicional, la membrana porosa hidréfoba crea una interfase aire-liquido, que puede dafar
algunas proteinas.

En un procedimiento diferente de la concentracién de proteinas que no emplea las diferencias de presién osmética o
de vapor, una solucién de proteinas se bombea en un dispositivo de ultrafiltracién a alta presion, lo que permite que
el disolvente fluya a través de la membrana del dispositivo mientras que las proteinas se retienen (véase, por €j., la
FIG. 2). La solucion que contiene la proteina se puede hacer recircular a un tanque de retencion a medida que el
disolvente sale del material permeado. El flujo de disolvente es provocado por la diferencia en la presion aplicada
entre los lados de material retenido y permeado del dispositivo, de manera tipica de aproximadamente 68947,6 a
aproximadamente 689476 Pa. Cuando la concentracion de proteinas corriente arriba de la membrana se hace lo
suficientemente alta, la presién osmotica de proteina llega a ser igual al gradiente de presion aplicada y el flujo de
disolvente se detiene (punto de gel). La desventaja de este procedimiento de uso comun es que este llamado " punto
de gel " limita las concentraciones alcanzables con este procedimiento a un maximo de aproximadamente 200
gramos por litro para la mayoria de las proteinas.

Por lo tanto, debido a las limitaciones de los procedimientos de concentracién de proteinas existentes, hay una
necesidad de nuevos procedimientos de produccién de soluciones de proteinas altamente concentradas, por ej., una
soluciéon de anticuerpo altamente concentrada, una soluciéon de proteinas terapéutica altamente concentrada, etc.
Las concentraciones de proteinas se incrementan por encima del intervalo actual, por ej., de aproximadamente 50 a
200 g/L de una solucion de anticuerpo, lo cual de este modo reduce los volimenes de almacenamiento. A su vez,
también se reducen los requisitos de volumen congelador. El tiempo y el espacio requerido para el secado por
congelacion (liofilizacion) se reducen porque hay hasta, o mayor que, aproximadamente una reduccién del 30% en el
volumen de agua que debe ser eliminado. Una solucién de proteinas altamente concentrada incrementara la presion
osmotica de la solucién, lo que impide el crecimiento bacteriano, e incrementara la viscosidad de la solucién de
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proteinas,

El documento WO 95/35153 desvela un procedimiento de destilacion por membrana aplicable a, por ej., las
soluciones de proteinas que contienen compuestos termosensibles. EI documento US 2006/0182740 desvela un
procedimiento para la produccién de una preparacién concentrada de anticuerpo que incluye un paso de
sometimiento de la preparacion de anticuerpo de la filtraciéon de membrana.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona procedimientos para la generacion de soluciones de proteinas altamente
concentradas, por ej., medicamentos proteicos altamente concentrados y soluciones de anticuerpos altamente
concentradas. Los procedimientos de la invencién implican la evaporacion de la membrana, tal como la evaporacién
del disolvente libre de proteina de la soluciéon de proteinas, lo que lleva a la concentracién de la solucién de
proteinas. Los procedimientos de la presente invencidon dan como resultado concentraciones de la solucién de
proteinas no previamente alcanzables por medio de procedimientos de ultrafiliracion convencionales, por e€j., las
concentraciones de solucién de proteinas de mas de aproximadamente 260 gramos de proteina por litro de solucion.
La invencién también proporciona soluciones de proteinas altamente concentradas producidas por los
procedimientos de la invencion, asi como también un aparato para la preparacion de soluciones de proteinas
altamente concentradas.

Los procedimientos de la invencién pueden incluir varias formas de realizacién. Por lo menos una forma de
realizacion de la invencion proporciona procedimientos para la generacion de soluciones de proteinas altamente
concentradas en un aparato que comprende los pasos de la circulacién de una primera soluciéon de proteinas a
través de un dispositivo de ultrafiltracion, en el que el dispositivo de ultrafiltracion comprende una membrana porosa
con un lado de permeacion; la aplicacion de un flujo de gas al lado de permeaciéon de la membrana porosa; y la
recogida de una segunda solucién de proteinas, en el que la segunda solucién de proteinas es una solucién de
proteinas altamente concentrada. Los dispositivos de ultrafiltracion usados en los procedimientos de la invencion
pueden ser de cualquier tipo, por €j., un dispositivo de fibra hueca; un dispositivo de placa y marco; un dispositivo de
enrollado en espiral; y un dispositivo de célula agitada. En algunas formas de realizacion, el paso de la circulacién de
la primera solucion de proteinas se repite antes del paso de la recogida de la segunda solucion de proteinas. En
algunas formas de realizacion, la temperatura fuera del aparato es de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 60
°C, por €j., de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 45 °C.

En algunas formas de realizacion de la invencion, la primera solucién de proteinas es una soluciéon de anticuerpo,
por €j., una solucién de anticuerpo monoclonal. En algunas formas de realizacion, la primera solucidon de proteinas
es una solucién de proteinas terapéutica.

Las soluciones de proteinas altamente concentradas producidas por los procedimientos de la invencién pueden
comprender, como ejemplos no limitativos, por lo menos aproximadamente 200 g/L de proteina; por lo menos
aproximadamente 260 g/L de proteina; por lo menos aproximadamente 300 g/L de proteina; por lo menos
aproximadamente 350 g/L de proteina; aproximadamente 460 g/L de proteina o mas; o cualquier valor intermedio.

En algunas formas de realizacion de la invencion, los procedimientos dan como resultado menos de
aproximadamente 30% de incremento, por ej., menos de aproximadamente 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, o 0,1% de incremento, en la formacién de especies de alto peso molecular (HMW) en las soluciones de
proteinas altamente concentradas. En algunas formas de realizaciéon de la invencion, los procedimientos dan como
resultado menos de aproximadamente 30% de incremento, por ej., menos de aproximadamente 25%, 20%, 15%,
10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, o 0,1% de incremento, en la formacién de especies de bajo peso molecular
(LMW) en las soluciones de proteinas altamente concentradas.

En algunas formas de realizacion, los procedimientos de la invencion pueden comprender ademas un primer paso
de la generacion de una solucién concentrada de proteina por el uso de procedimiento(s) de ultrafiltracion
convencional.

En algunas formas de realizacién de la invencion, el flujo de gas es un flujo de aire. En formas de realizacion
adicionales, el flujo de aire se produce por un vacio. En algunas formas de realizacion, el flujo de aire se suministra a
una presion de aproximadamente 689476 Pa o menos. En algunas formas de realizacion, el flujo de aire se
suministra a una presion de aproximadamente 6894,76 a 13789,5 Pa. En algunas formas de realizacion, la
membrana porosa es una membrana hidrdfila; en algunas de estas formas de realizacion, la aplicacion del flujo de
gas al lado de permeacion de la membrana porosa permite que una solucién tampdn acuosa de la primera solucion
de proteinas se absorba en la membrana porosa y se evapore fuera de la membrana porosa. En algunas otras
formas de realizacién, la membrana porosa es una membrana hidréfoba.

También se desvela un aparato para la preparacion de soluciones de proteinas altamente concentradas, que
comprende un tanque de retencién; un dispositivo de ultrafiltracion con dos extremos que esta conectado al tanque
de retencién en un extremo del dispositivo de ultrafiltracion, en el que el dispositivo de ultrafiltracién comprende una
membrana porosa con un lado de permeacion; un dispositivo para la aplicacion de un flujo de gas en el lado de
permeacion de la membrana porosa, en el que el flujo de gas (por €j., un flujo de aire, por €j., un flujo de aire
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producido por un vacio) permite que una soluciéon tampoén acuosa en el dispositivo de ultrafiltracion se evapore fuera
de la membrana porosa; y una salida en el extremo opuesto del dispositivo de ultrafiltracion.

En algunas formas de realizaciéon del aparato, el flujo de aire se suministra a una presion de aproximadamente 6,9
bar (689476 Pa) o menos. En algunas formas de realizacion, el flujo de aire se suministra a una presion de
aproximadamente 0,069 a 0,138 bar (6894,76 a 13789,5 Pa). En algunas formas de realizacion, la salida en el
extremo opuesto del dispositivo de ultrafiltracion esta conectada a, y devuelve la soluciéon de nuevo a, el tanque de
retencion. La membrana porosa es una membrana hidrofila.

La invencién también proporciona soluciones de proteinas altamente concentradas producidas por los
procedimientos de la invencién. En algunas formas de realizacion, la solucién de proteinas es una solucion de
anticuerpo, por €j., una solucidon de anticuerpo monoclonal. En algunas formas de realizacion, la solucion de
proteinas es una solucién de proteinas terapéutica. En algunas formas de realizacion, la invencién proporciona una
composicion farmacéutica que comprende una solucion de proteinas altamente concentrada de la invencién y un
vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

La invencion proporciona ademas procedimientos para la generacion de soluciones de proteinas altamente
concentradas, que comprende los pasos de la carga de una primera solucién de proteinas en un tanque de retencion
; la permision de que la primera solucion de proteinas fluya desde el tanque de retencién en un dispositivo de
ultrafiltracion, en el que el dispositivo de ultrafiltracion comprende una membrana porosa con un lado de permeacioén;
la circulacion de la primera solucién de proteinas a través del dispositivo de ultrafiltracion; la aplicacion de un flujo de
gas al lado de permeacién de la membrana porosa; y la recogida de una segunda solucion de proteinas, en el que la
segunda solucién de proteinas es una solucion de proteinas altamente concentrada.

Los dispositivos de ultrafiltracion usados en los procedimientos de la invencion pueden ser de cualquier tipo, por €;j.,
un dispositivo de fibra hueca; un dispositivo de placa y marco; un dispositivo de enrollado en espiral; y un dispositivo
de célula agitada. En algunas formas de realizacion, el paso de la circulacién de la primera solucion de proteinas se
repite antes del paso de la recogida de la segunda solucion de proteinas. En algunas formas de realizacion, la
temperatura fuera del aparato es de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 60 °C, por €j., aproximadamente 20
°C a aproximadamente 45 °C. En algunas formas de realizacion de la invencion, la primera solucion de proteinas es
una solucién de anticuerpo, por e€j., una soluciéon de anticuerpo monoclonal; en algunas formas de realizacion, la
primera solucién de proteinas es una soluciéon de proteinas terapéutica. Las soluciones de proteinas altamente
concentradas producidas por los procedimientos de la invencion pueden comprender, como ejemplos no limitativos,
por lo menos aproximadamente 200 g/L de proteina; por lo menos aproximadamente 260 g/L de proteina; por lo
menos aproximadamente 300 g/L de proteina; por lo menos aproximadamente 350 g/L de proteina;
aproximadamente 460 g/L de proteina o mas; o cualquier valor intermedio. En algunas formas de realizacion de la
invencion, los procedimientos dan como resultado menos de aproximadamente 30% de incremento, por €j., menos
de aproximadamente 5% de incremento, por e€j., menos de aproximadamente 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, o 0,1% de
incremente, en la formacion de especies de HMW y/o LMW en las soluciones de proteinas altamente concentradas.

En algunas formas de realizacion, los procedimientos de la invencion pueden comprender ademas un primer paso
de la generacion de una solucion concentrada de proteina por el uso de un procedimiento de ultrafiltracion
convencional. En algunas formas de realizacion de la invencion, el flujo de gas es un flujo de aire. En formas de
realizacion adicionales, el flujo de aire se produce por un vacio. En algunas formas de realizacion, el flujo de aire se
suministra a una presion de aproximadamente 689476 Pa o menos; en algunas formas de realizacion, el flujo de aire
se suministra a una presion de aproximadamente 6894,76 a 13789,5 Pa. En algunas formas de realizacion, la
membrana porosa es una membrana hidrdfila; en algunas de estas formas de realizacion, la aplicacion del flujo de
gas al lado de permeacion de la membrana porosa permite que una solucidon tampén acuosa de la primera solucion
de proteinas se absorba en la membrana porosa y se evapore fuera de la membrana porosa. En algunas otras
formas de realizacién, la membrana porosa es una membrana hidréfoba.

Breve descripcion de las figuras
La FIG. 1 representa un aparato de ejemplo para su uso en el procedimiento de la invencion.
La FIG.2 representa un aparato para llevar a cabo un procedimiento de ultrafiltracion (UF) convencional.

La FIG. 3 representa el incremento de la viscosidad de la solucién de proteinas (Eje Y; [cP]) con la concentracion
creciente de proteinas en una solucién de proteinas (Eje X; (g/L)) concentrada por el uso de un dispositivo de
ultrafiltracion de fibra hueca (rombos abiertos) o un dispositivo de ultrafiltracion de célula agitada (triangulos
abiertos).

La FIG.4 es una comparacion esquematica entre la técnica de evaporacion por membrana de ultrafiltracion (UF) por
el uso de una membrana de UF hidrdéfila (FIG. 4A) y la técnica de evaporacion por membrana hidréfoba por el uso de
una membrana microporosa hidréfoba (FIG. 4B).

La FIG. 5 representa el incremento de la viscosidad de una solucién de proteinas de fusién de Fc (Eje Y; [cP]) con la
concentracion creciente de proteinas en una solucion de proteinas (Eje X; (g/L)) concentrada por el uso de un
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dispositivo de ultrafiltracion de célula agitada.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a procedimientos para la generacion de soluciones de proteinas altamente
concentradas, por ej., una solucion de proteinas terapéutica, una solucién de anticuerpo, etc. De manera mas
especifica, los procedimientos de la presente invencidon pueden incluir los pasos de la circulacién de una primera
solucion de proteinas a través de un dispositivo de ultrafiltracion, en el que el dispositivo de ultrafiltracion es, por €j.,
un dispositivo de fibra hueca, un dispositivo de placa y marco, un dispositivo de enrollado en espiral, un dispositivo
de célula agitada, etc., y en el que el dispositivo de ultrafiltracion comprende una membrana porosa; la aplicacién de
un flujo de gas, por €j., un flujo de aire, hacia el lado de permeacién de la membrana porosa; y la recogida de una
segunda solucion de proteinas desde el aparato, en el que la segunda solucién de proteinas es una solucion de
proteinas altamente concentrada. También se desvela un aparato para la generacion de soluciones de proteinas
altamente concentradas, soluciones de proteinas producidas por los procedimientos de la presente invencion, y
composiciones farmacéuticas que comprenden soluciones de proteinas altamente concentradas.

Soluciones de Proteinas

Las soluciones usadas en la presente invencion pueden incluir soluciones de proteinas. Como se usa en la presente
memoria y por lo general se entiende en la técnica, los términos "proteina” o "proteina de interés" se refieren a por lo
menos una cadena de aminodacidos unidos a través de enlaces peptidicos secuenciales, y por lo general es sindnimo
de "polipéptido" o "polipéptido de interés". En ciertas formas de realizacién, una proteina de la presente invencion
puede ser codificada por una secuencia de ADN exdgeno (es decir, exdgeno a la célula que produce la proteina).
Esta secuencia puede ser una secuencia que se produce en la naturaleza, o de manera alternativa puede ser una
secuencia manipulada por el hombre. De manera alternativa, una proteina de la presente invencion puede ser
codificada por una secuencia de ADN enddgeno.

Los procedimientos de la presente invenciéon se pueden usar para concentrar soluciones de cualquier proteina de
interés que incluyen, pero no se limitan a, proteinas que tienen propiedades farmacéuticas, de diagndstico,
agricolas, y/o cualquiera de una variedad de otras propiedades que son utiles en aplicaciones comerciales,
experimentales, y/u otras aplicaciones. Ademas, una proteina de interés puede ser una proteina terapéutica. Una
"medicamento proteico" (o una "proteina terapéutica") es, por ejemplo, una proteina que tiene un efecto biolégico en
el cuerpo, o0 en una region en el cuerpo sobre el que actda directamente, o en una regién del cuerpo en que actua de
forma remota a través de intermedios, etc. En ciertas formas de realizacion, las proteinas concentradas por el uso de
procedimientos de la presente invencion se pueden procesar y/o modificar antes de administrarse a un sujeto como
una proteina terapéutica.

La presente invencion se puede usar para concentrar cualquier proteina terapéutica, tales como enzimas,
receptores, fusiones de receptores, receptores solubles, fusiones de receptores solubles, anticuerpos (por €j.,
anticuerpos monoclonales y/o policlonales), fragmentos de uniéon a antigeno de un anticuerpo, proteinas de fusion
Fc, SMIP, citoquinas, hormonas, factores de regulacion, factores de crecimiento, factores de coagulacion, y agentes
de union a antigeno farmacéuticamente o comercialmente relevantes. La lista anterior de las proteinas es de
naturaleza meramente ejemplar, y no pretende ser una recitacion limitante. Los expertos ordinaria en la técnica
conoceran ofras proteinas (o moléculas similares a proteinas) que pueden ser concentradas de acuerdo con la
presente invencion, y seran capaces de usar los procedimientos desvelados en la presente memoria para concentrar
dichas proteinas o similares.

En ciertas formas de realizacion de la invencion, la proteina a ser concentrada en la soluciéon de proteinas es un
anticuerpo. El término anticuerpo incluye una proteina que comprende por lo menos uno y de manera tipica dos
dominios VH o porciones de los mismos, y/o por lo menos uno y de manera tipica dos dominios VL o porciones de
los mismos. En ciertas formas de realizacion, el anticuerpo es un tetramero de dos cadenas de inmunoglobulina
pesadas y dos cadenas de inmunoglobulina ligeras, en el que las cadenas de inmunoglobulina pesadas y ligeras
estan interconectadas por, por €j., enlaces disulfuro. Los anticuerpos, o una porcidon del mismo, se pueden obtener
de cualquier origen, que incluyen, pero no se limitan a, roedores, primates (por ej., primates humanos y no
humanos), camélidos, tiburones, asi como también producidos de forma recombinante, por ej., quiméricos,
humanizados, y/o generados in vitro, por ejemplo, por procedimientos muy conocidos por los expertos en la técnica.

Esta invencion también abarca "fragmentos de union a antigeno de anticuerpos”, que incluyen, pero no se limitan a,
(i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL, y CHI; (ii) un fragmento
F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region
bisagra; (iii) un fragmento Fd, que consiste en los dominios VH y CHI; (iv) un fragmento Fv, que consiste en los
dominios VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb, que consiste en un dominio VH; (vi) un
dominio variable de camélido o camelizado, por €j., un dominio VHH; (vii) una Fv de cadena unica (scFv); (viii) un
anticuerpo biespecifico; y (ix) uno o mas fragmentos de unioén a antigenos de una inmunoglobulina fusionada a una
region Fc. Ademas, si bien los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, se
pueden unir, por el uso de procedimientos recombinantes, por un enlazador sintético que les permite ser hechos
como una sola cadena de proteina en la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas
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monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv); véase, por €j., Bird et al., (1988) Science 242:423 a
426; Huston et al.,, (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879 a 5883). Tales anticuerpos de cadena sencilla
también estan destinados a ser abarcados dentro del término "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo.
Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen por el uso de técnicas convencionales conocidas por los expertos en la
técnica, y los fragmentos se evallian para la funcién de la misma manera que los anticuerpos intactos.

La invencion también abarca anticuerpos de dominio Unico. Los anticuerpos de dominio Unico pueden incluir
anticuerpos cuyas regiones determinantes de complementariedad son parte de un polipéptido de dominio Unico. Los
ejemplos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos de cadena pesada, anticuerpos naturalmente desprovistos de
cadenas ligeras, anticuerpos de dominio Unico derivados de anticuerpos convencionales de cuatro cadenas,
anticuerpos manipulados y andamios de dominio Unico distintos de los derivados de anticuerpos. Los anticuerpos de
dominio Unico pueden ser cualquiera de la técnica o cualquiera de los anticuerpos de dominio Unico futuros. Los
anticuerpos de dominio Unico se pueden derivar de cualquier especie, que incluyen, pero no se limitan a, raton, ser
humano, camello, llama, cabra, conejo, vaca y tiburén. De acuerdo con un aspecto de la invencion, un anticuerpo de
dominio Unico, como se usa en la presente memoria, es un anticuerpo de dominio Unico natural conocido como un
anticuerpo de cadena pesada desprovisto de cadenas ligeras. Tales anticuerpos de dominio Unico se develan en, por
€j., el documento WO 94/004678. Por razones de claridad, este dominio variable derivado de un anticuerpo de
cadena pesada naturalmente desprovisto de cadena ligera se conoce en la presente memoria como un VHH o
nanoanticuerpo para distinguirlo dl VH convencional de inmunoglobulinas de cuatro cadenas. Tal molécula de VHH
se puede derivar de anticuerpos producidos en las especies de Camelidae, por ejemplo, en camello, llama,
dromedario, alpaca y guanaco. Otras especies ademas de Camelidae pueden producir anticuerpos de cadena
pesada naturalmente desprovistos de cadena ligera; tales VHH estan dentro del alcance de la invencion. Los
anticuerpos de dominio Unico también incluyen IgNAR de tiburdn; véase, por ej., Dooley et al. (2006) Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 103:1846 a 1851.

Aparte de anticuerpos "biespecificos" o "bifuncionales”, se entiende que un anticuerpo tiene cada uno de sus sitios
de unién idénticos. Un anticuerpo "biespecifico” o "bifuncional” es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares
de cadena pesadalligera diferentes y dos sitios de union diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden
producir por medio de una variedad de procedimientos que incluyen fusién de hibridomas o unién de fragmentos
Fab' (véase, por €j., Songsivilai y Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol. 79:315 a 321; Kostelny et al., (1992). J
Immunol. 148:1547 a 1553).

En formas de realizacion en las que la proteina es un anticuerpo o un fragmento del mismo, la proteina puede incluir
por lo menos una o dos cadenas pesadas de longitud completa, y por lo menos una o dos cadenas ligeras. De
manera alternativa, los anticuerpos o fragmentos de los mismos pueden incluir solamente un fragmento de unién a
antigeno (por €j., un Fab, F(ab’)2, Fv, o un fragmento Fv de cadena unica). El mismo anticuerpo o fragmento puede
ser un anticuerpo monoclonal o de especificidad Unica. El anticuerpo o fragmento del mismo también puede ser un
anticuerpo de ser humano, humanizado, quimérico, injertado con CDR, o en generado in vitro. En aun otras formas
de realizacion, el anticuerpo tiene una region constante de cadena pesada seleccionada entre, por €j., IgG1, 1gG2,
IgG3 o IgG4. En otra forma de realizacion, el anticuerpo tiene una cadena ligera seleccionada entre, por €j., kappa o
lambda. En por lo menos una forma de realizacion, la region constante se altera, por €j., muta, para modificar las
propiedades del anticuerpo (por ej., para incrementar o disminuir uno o mas de: la union del receptor Fc, la
glicosilacion de anticuerpos, el nimero de residuos de cisteina, la funcién de célula efectora, o la funcion de
complemento). En algunas formas de realizacion, el anticuerpo o fragmento del mismo se une de manera especifica
a un antigeno predeterminado, por e€j., un antigeno asociado con un trastorno, por e€j., un ftrastorno
neurodegenerativo, metabdlico, inflamatorio, autoinmune, y/o maligno.

Las proteinas descritas en la presente memoria pueden, de manera opcional, incluir ademas una fraccién que
mejora uno o mas de, por €j., la estabilidad, la funcién de la célula efectora o la fijacion del complemento. Por
ejemplo, un anticuerpo o proteina de union a antigeno pueden incluir ademas un resto pegilado, albdmina, o una
region constante de cadena pesada y/o de cadena ligera.

Los anticuerpos se hacen por lo general, por ejemplo, a través de técnicas de hibridoma tradicionales (por €j., Kohler
et al., (1975) Nature 256:495 a 499), procedimientos de ADN recombinante (por €j., la Patente de los Estados Unidos
Num. 4.816.567), o técnicas de presentacion en fagos por el uso de bibliotecas de anticuerpo (por €j., Clackson et
al., (1991) Nature 352:624 a 628; Marks et al., (1991) J. Mol. Biol. 222:581 a 597). Los anticuerpos a concentrarse
por el uso de los procedimientos de la presente invencion pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales. Los
procedimientos para la produccion de anticuerpos monoclonales y policlonales son conocidos en la técnica. Para
diversas oftras técnicas de produccion de anticuerpos, véase, por e€j., Antibodies: A Laboratory Manual (1988) eds.
Harlow et al., Cold Spring Harbor Laboratory.

Ademas, los anticuerpos pueden ser marcados con una etiqueta detectable o funcional. Estas etiquetas incluyen
radiomarcadores (por €j., 'l o %Tc), marcadores enzimaticos (por ej., peroxidasa de rabano picante o fosfatasa
alcalina), y otros restos quimicos (por e;j., biotina).

Los farmacos de "médulo pequefio inmunofarmacéutico” o SMIP™ (Trubion Pharmaceuticals, Seattle, WA) son
polipéptidos de cadena sencilla compuestos por un dominio de union para una estructura afin tal como un antigeno,
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un contra-receptor o similar, un polipéptido de la regiéon bisagra que tiene ya sea residuos de una o ninguna de
cisteina, y dominios CH2 y CH3 de inmunoglobulina (véase también trubion.com). Los SMIP y sus usos y
aplicaciones se desvelan en, por ej., las Solicitudes de Patente Publicadas de los Estados Unidos Nums.
2007/002159, 2003/0118592, 2003/0133939, 2004/0058445, 2005/0136049, 2005/0175614, 2005/0180970,
2005/0186216, 2005/0202012, 2005/0202023, 2005/0202028, 2005/0202534, y 2005/0238646, y miembros de la
familia de patentes relacionadas con los mismos.

Una solucién de proteinas se somete a los procedimientos para la generacion de una solucién de proteinas
altamente concentrada de la presente invencion, por ej., se puede obtener una primera solucion de proteinas, como
resultado de la purificacion de las proteinas expresadas de manera endégena o exdgena, por €j., una proteina
recombinante producida de manera exdgena. Los expertos en la técnica sabran las células y los procedimientos de
cultivo de células que son 6ptimos para la produccion de una proteina particular.

De manera alternativa, una proteina de la solucion de proteinas usada para la generacion de una soluciéon de
proteinas altamente concentrada se puede obtener por medio de sintesis de proteinas quimica. Las técnicas para la
sintesis quimica se conocen por lo general en la técnica, por ejemplo, un sintetizador de péptidos automatizado
disponible comercialmente tal como los fabricados por Applied Biosystems, Inc. (Foster City, CA).

Para las proteinas de interés producidas por el uso de procedimientos de cultivo celular, al final del cultivo celular, las
proteinas se pueden recoger y purificados con el fin de obtener la primera solucion de proteinas, es decir, la solucion
de proteinas a ser sometido a los procedimientos de la presente invencion para la generacion de una solucion de
proteinas altamente concentrada de la presente invencion. Las formas solubles de las proteinas se pueden purificar
a partir de medios condicionados. Los ejemplos de formas solubles de proteinas incluyen citocinas, proteinas de
fusion de receptor soluble, anticuerpos, etc. Las formas unidas a membrana del polipéptido se pueden purificar por
medio de la preparacion de una fraccion de membrana total a partir de las células de expresion y la extraccion de las
membranas con un detergente no iénico tal como TRITON® X-100 (EMD Biosciences, San Diego, CA). Las
proteinas citosdlicas o nucleares se pueden preparar por medio de la lisis de las células huésped (por medio de
fuerza mecanica, bomba de Parr, ultrasonidos, detergentes, etc.), la eliminacion de la fraccion de la membrana
celular por medio de centrifugacion y la retencion del sobrenadante.

El polipéptido se puede purificar por el uso de otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, un polipéptido producido por los procedimientos desvelados se puede concentrar por el uso de un filtro de
concentracion de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion AMICON® o
PELLICON® (Millipore, Billerica, MA). Luego del paso de concentracion, el concentrado se puede aplicar a una
matriz de purificacion tal como un medio de filtracion en gel. De manera alternativa, se puede emplear una resina de
intercambio anionico (por ej., una columna MonoQ, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ); tal resina contiene una
matriz o sustrato que tiene grupos colgantes de dietilaminoetilo (DEAE) o polietilenimina (PEI). Las matrices usadas
para la purificacion pueden ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos comunmente empleados en
purificacién de proteinas. De manera alternativa, se puede usar un paso de intercambio catiénico para la purificacion
de proteinas. Los intercambiadores catiénicos adecuados incluyen diversas matrices insolubles que comprenden
grupos sulfopropilo o carboximetilo (por €j., columnas de S-SEPHAROSE ©, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

La purificacion del polipéptido a partir del sobrenadante del cultivo también puede incluir uno o mas pasos de
columna sobre resinas de afinidad, tales como concanavalina A-agarosa, AF-HEPARING50, heparina-TOYOPEARL®
o Cibacron azul 3GA SEPHAROSE® (Tosoh Biosciences, San Francisco, CA); columnas de cromatografia de
interaccion hidréfoba por el uso de resinas tales como fenil éter, butil éter, o propil éter; o columnas de afinidad
inmune por el uso de anticuerpos frente a la proteina marcada. Finalmente, se pueden emplear uno o mas pasos de
HPLC que emplean medios de HPLC hidréfobos, por €j., gel de silice que tiene grupos metilo u otros grupos
alifaticos (por ej., columnas de Ni-NTA), para purificar de manera adicional la proteina. De manera alternativa, los
polipéptidos se pueden expresar de forma recombinante en una forma que facilita la purificacion. Por ejemplo, los
polipéptidos se pueden expresar como una fusién con proteinas tales como la proteina de unién a maltosa (MBP),
glutation-S-transferasa (GST) o tiorredoxina (TRX); kits para la expresion y purificacion de tales proteinas de fusion
estan disponibles comercialmente de New England Biolabs (Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway, NJ), e Invitrogen
(Carlsbad, CA), respectivamente. Las proteinas también se pueden etiquetar con un pequefio epitopo (por e;.,
etiquetas His, myc o Flag) y posteriormente identificarse o purificarse por el uso de un anticuerpo especifico para el
epitopo seleccionado. Los anticuerpos frente a epitopos comunes estan disponibles de numerosas fuentes
comerciales.

En formas de realizacion de la presente invencion en la que la solucién de proteinas para ser usada en la generacion
de una solucién de proteinas altamente concentrada es una soluciéon de anticuerpo, la solucién puede haber sido
obtenida por medio de la purificacion de anticuerpos a partir de, por €j., sueros de animales, sobrenadante de cultivo
de células de hibridoma, fluido de ascitis, etc., por el uso de, por ej.,, procedimientos convencionales para la
purificacion de anticuerpos (Cromatografia de Proteina A, Cromatografia de Proteina G, etc.). Los procedimientos
para la purificacion de anticuerpos se describen de manera adicional en Antibodies: A Laboratory Manual (1988) eds.
Harlow et al., Cold Spring Harbor Laboratory.

Una solucion tampdn acuosa en una solucion de proteinas que se usa para la generacion de una solucion de
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proteinas altamente concentrada puede ser un tampoén de elucion final a partir de cualquiera de los pasos de
purificacién anteriores. De manera alternativa, un tampén de elucioén final a partir de cualquiera de los pasos de
purificacion anteriores se puede reemplazar, por ej., por medio de intercambio de tampdn, en cualquier tampoén
adecuado, por €j., 12 mM de histidina, pH 5,9. Los expertos en la técnica sabran cuales procedimientos se pueden
usar para llevar a cabo intercambios de tampén de una solucién de proteinas.

Algunos o todos los pasos de purificacion anteriores en varias combinaciones, ya sea con o sin otros procedimientos
conocidos, se pueden emplear para purificar una proteina de interés y generar una primera solucion de proteinas
antes de la generacién de una solucion de proteinas altamente concentrada de la presente invencion.

Aparato para la Generacién de Soluciones de Proteinas Altamente Concentradas

En algunas formas de realizacion, el aparato para su uso con el procedimiento de la presente invencion puede
comprender un tanque de retencion , un dispositivo de ultrafiltracién conectado al tanque de retencién en un
extremo del dispositivo de ultrafiltracion, y una salida en un segundo extremo del dispositivo de ultrafiltracion. En
algunas formas de realizacion, la salida vuelve de nuevo al tanque de retencion.

Como se usa en la presente memoria, el término "material retenido" significa la porcién de una muestra o solucion
que se retiene sustancialmente por el aparato (algunas veces se denomina como el material concentrado); en otras
palabras, el material retenido es la porcion de la muestra o solucién que permanece en el lado corriente arriba de la
membrana. De este modo, un "tanque de retencién " se refiere a un tanque que contiene una porciéon de una
muestra sustancialmente retenida por el aparato. Como es muy conocido para los expertos en la técnica, el tanque
de retencion se puede conectar de manera opcional a un tanque de alimentacioén, por €j., a través de un puerto de
ventilacién, antes y/o durante el funcionamiento del sistema.

Un aparato de ejemplo para su uso con el procedimiento de la invencién se demuestra en la FIG. 1. En por lo menos
una forma de realizacién, el aparato para la generacién de una soluciéon de proteinas altamente concentrada de la
invencion comprende un tanque de retencion para la carga de una solucién de proteinas a ser concentrada, es decir,
una primera solucién de proteinas. El tanque de retencién puede ser de cualquier tipo conocido por los expertos
ordinaria en la técnica, tal como un tanque de acero de fondo cénico, un tanque revestido de teflon, o una bolsa
desechable de fabricantes como Millipore (Billerica, MA), Hyclone (Novato, CA), o Sartorius AG (Goettingen,
Alemania).

La primera solucién de proteinas cargada en el tanque de retencién es una proteina en un tampoén acuoso, tal como
la elucion final a partir de cualquiera de los pasos de purificacién descritos con anterioridad, o cualquier otro tampén
adecuado.

El tanque de retencién del aparato se puede conectar a un dispositivo de ultrafiltracion. En por lo menos una forma
de realizacion, el dispositivo de ultrafiltracion esta conectado al tanque de retenciéon en un bucle, de forma que la
primera solucioén de proteinas se deja volver de nuevo al tanque de retencion. Esta configuracion permite de manera
opcional la recirculacion continua de la solucion a lo largo de todo el aparato.

El dispositivo de ultrafiltracién puede ser de cualquier tipo conocido por los expertos ordinaria en la técnica, tal como,
sin limitacién, un dispositivo de fibra hueca, un disefio o dispositivo de placa y marco, una célula agitada, un
dispositivo de enrollado en espiral, etc. Un dispositivo de fibra hueca consiste en un haz de fibras conservadas en
los extremos en un epoxi o un material similar para formar una lamina de tubos. El dispositivo de fibra hueca es
operado por medio del flujo de alimentacion en el lado del tubo, con la corriente de material filtrado eliminada en la
direccion radial al lado de la carcasa. Un dispositivo de placa y marco consiste en membranas de lamina plana
apiladas entre las placas de soporte. Un dispositivo de célula agitada consiste en un contenedor en el cual el
cizallamiento y la mezcla de proteinas se consiguen por medio de la agitacion rapida de la solucion inmediatamente
adyacente a la membrana, de manera tipica por el uso de una barra o impulsor de agitacion. Un dispositivo de
enrollado en espiral usa pares de membranas de laminas planas delimitadas un material filtrado de malla porosa y
espaciadores de alimentacion en los lados corriente arriba y corriente abajo, enrollados alrededor de un tubo central
de recogida del material filtrado.

En ciertas formas de realizacion, el dispositivo de ultrafiltracién es un dispositivo de fibra hueca, que comprende una
membrana porosa, por e€j., una membrana porosa de fibra hueca. En la invencion, la membrana es una membrana
hidrdfila, por ej., una membrana porosa de fibra hueca, tal como un cartucho de fibra hueca de 30 kDa de polisulfona
(GE Healthcare, Westborough, MA). Por lo tanto, la membrana porosa permite la absorcién del disolvente libre de
proteinas (por €j., tampdn acuoso) en los poros de la membrana por accion capilar (es decir, fuerzas de capilaridad).

El tamarfio de los poros de la membrana porosa se selecciona de forma que el tampdn acuoso de la soluciéon de
proteinas, por €j., una primera solucion de proteinas se deja absorber en la membrana, mientras que la proteina se
retiene en el interior del dispositivo de ultrafiltracion.

De manera adicional, el aparato comprende un dispositivo para la aplicacion de un flujo de gas (por e€j., aire,
nitrégeno, vapor de agua seco, etc.) en el lado de permeacién de la membrana, es decir, corriente abajo de la
membrana, como se muestra en la FIG. 1. El lado de permeacién de la membrana es el lado de la membrana que
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permite que el tampodn libre de proteina se retire de la primera solucion de proteinas, por €j., se evapore de la
primera solucion de proteinas. Un flujo de gas aplicado al lado de permeacién de la membrana se puede generar por
el uso de, por €j., un compresor, un tanque de aire comprimido, un ventilador, un dispositivo que calienta el aire/gas
para generar flujo, una bomba de vacio, etc. En por lo menos una forma de realizacion, el flujo de gas se aplica a
través del lado de permeacion de la membrana porosa de fibra hueca.

Los procedimientos de la invencion pueden incluir formas de realizaciéon en las que un flujo de gas aplicado en el
lado de permeacion de la membrana es un flujo de aire. El flujo de aire se puede aplicar y/o producir por medio de
cualquier dispositivo, procedimiento o forma de generar un flujo de aire conocido para los expertos ordinaria en la
técnica, tal como, pero no limitado a, un compresor, un tanque de aire comprimido, un ventilador, un dispositivo que
calienta el aire para generar flujo, y/o una bomba de vacio. En por lo menos una forma de realizacion, el flujo de aire
es creado por el soplado de aire ambiente (hogarefio) con una presion de entrada de 6894,76 a 13789,5 Pa, si bien
se pueden usar presiones de hasta los limites tolerados por los dispositivos de filtro, por gj., hasta aproximadamente
689476 Pa. De manera adicional, el aparato se puede conectar a una bomba de alimentacién que bombea la
solucion de proteinas a través del aparato.

Un aparato para su uso en el procedimiento de la invencién puede comprender de manera opcional un dispositivo o
manera de conmutar el modo de funcionamiento de un procedimiento de ultrafiltracién convencional, tal como el
representado en la FIG. 2, a un procedimiento de la presente invencion, es decir, procedimientos impulsados por
evaporacion. Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, el aparato puede ser operado en un modo de
ultrafiltracion convencional hasta que el flujo de material permeado se aproxime a cero. Este punto se denomina
menudo como el punto de gel. En ese punto, el aparato se puede conmutar a un procedimiento de la presente
invencion. De manera alternativa, se puede usar un primer aparato para concentrar la proteina en un modo de
ultrafiltracion convencional y entonces el fluido se puede transferir a un segundo aparato usado para concentrar la
proteina con base en un procedimiento de la invencion.

Los expertos en la técnica seran conscientes, con base en la descripcion general del aparato para su uso en el
procedimiento de la invencién en la presente memoria, de otras modificaciones posibles que se pueden hacer al
aparato.

Procedimientos para la Generacién de Soluciones de Proteinas Altamente Concentradas

En por lo menos una forma de realizacién de la presente invencion, los procedimientos para la generacion de
soluciones de proteinas altamente concentradas incluyen los pasos de la circulacién de una primera solucion de
proteinas a través de un dispositivo de filtracién, tal como un dispositivo de ultrafiltracion, en el que el dispositivo de
ultrafiltracion comprende una membrana porosa; la aplicacion de un flujo de gas, por €j., un flujo de aire, hacia el
lado de permeacion de la membrana porosa, es decir, el lado corriente abajo de la membrana en el dispositivo de
ultrafiltracion; y la recogida de una segunda solucion de proteinas desde el aparato, en el que la segunda solucion
de proteinas es una solucién de proteinas altamente concentrada.

En otra forma de realizacién, el procedimiento comprende la carga de una primera solucion de proteinas en un
tanque de retencion ; la permisién de que la primera solucion de proteinas fluya desde el tanque de retencion en un
dispositivo de ultrafiltracion, en el que el dispositivo de ultrafiltracion comprende una membrana porosa; el filtrado de
la primera solucion de proteinas con el dispositivo de ultrafiltracion; la aplicacion de un flujo de gas, por €j., un flujo
de aire, hacia el lado de permeacién de la membrana porosa, es decir, corriente abajo de la membrana en el
dispositivo de ultrafiltracién; y la recogida de una segunda solucion de proteinas desde el aparato, en el que la
segunda solucion de proteinas es una solucién de proteinas altamente concentrada.

El paso de la permisién de que una primera solucion de proteinas ingrese en el dispositivo de ultrafiltracion de un
tanque de retencién puede comprender, por ej., la apertura de una valvula entre el tanque de retencion y el
dispositivo de ultrafiltracion, y la permision o el forzado de la primera solucion de proteinas para que entre en el
dispositivo de ultrafiltracion a un caudal de flujo. En por lo menos una forma de realizacion, el paso de la permision
de que la primera solucion de proteinas ingrese en el dispositivo de ultrafiltracion desde el tanque de retencion
comprende el encendido de una bomba peristaltica (por ej., una bomba de alimentacién) situada entre el tanque de
retencion y el dispositivo de ultrafiltracion. El caudal de flujo, por ejemplo, la velocidad de la bomba peristaltica puede
ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 10.000 litros por metro cuadrado de area de membrana por hora.

Los procedimientos de la invencion pueden incluir formas de realizacién en las que una soluciéon de proteinas se
bombea en el dispositivo de ultrafiltracién a alta presion. En por lo menos una forma de realizacion, el dispositivo de
ultrafiltracion comprende una membrana porosa, por €j., una membrana porosa de fibra hueca, de forma que la
membrana porosa absorba el disolvente libre de proteinas (por €j., un tampon acuoso) de la primera solucion de
proteinas. Los procedimientos de la invencién pueden incluir formas de realizacién en las que el disolvente libre de
proteinas se absorbe en la membrana por fuerzas capilares (o fuerzas de capilaridad), que de manera tipica son
mas altas que las fuerzas que se pueden crear por medio de la presurizacion del lado de retencién de la membrana
(es decir, el lado interior o corriente arriba de la membrana). La exposicion del lado de permeacion de la membrana
a un flujo de gas (por €j., un flujo de aire) permite la evaporacion del disolvente libre de proteina absorbido en el aire;
tal evaporacion gradual y la eliminacion del disolvente concentra la solucion de proteinas, mientras que la membrana
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impide que la proteina se exponga a interfases de aire, que se sabe que potencialmente dafia las proteinas. El aire
que fluye a través del lado corriente abajo de la membrana, es decir, el lado de permeacion de la membrana permite
una evaporacion mas rapida del disolvente libre de proteinas de la membrana. En por lo menos una forma de
realizacion de la invencion, el flujo de aire, por e€j., de un suministro de aire ambiente (hogarefio), se suministra a una
presion de aproximadamente 0,069 a 0,138 bar (6894,76 a 13789,5 Pa).

En algunas formas de realizacién de la invencion, el aire que fluye a través del lado de permeacion de la membrana
se mantiene a una temperatura ambiente, por ej., aproximadamente 25 °C. La solucidon de proteinas dentro del
aparato de manera tipica se mantiene a una temperatura que mejor retiene la estabilidad de las proteinas, por €j.,
una temperatura en el intervalo de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 45 °C, por e€j., entre
aproximadamente 18 °C y aproximadamente 35 °C. En algunas formas de realizacion, la temperatura fuera del
aparato se mantiene a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 60 °C, por €j.,
entre aproximadamente 2 °C a aproximadamente 45 °C, por ej., entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente
45 °C. Se puede aplicar calor al sistema, o simplemente al lado de permeacién de la membrana, por el uso de, por
€j., elementos de calefaccion eléctrica en o cerca del dispositivo de ultrafiltracion o el tanque de retencion , aire
caliente o vapor seco en el lado de permeacién de la membrana, una fuente de radiacion tal como una lampara de
calor, etc. A temperaturas mas altas, la evaporacion se producira con mayor mas rapidez, la soluciéon sera menos
viscosa, y la transferencia de masa de proteina dentro del dispositivo mejorara. Estos beneficios deben ser
sopesados frente a cualquier posible problema de estabilidad de la proteina que pueda existir a temperaturas mas
altas. Los expertos en la técnica entenderan que, dependiendo del origen y el uso de la proteina, la temperatura a la
que la proteina es estable sera diferente; por lo tanto, los expertos en la técnica sabran, a cual temperatura
mantener la solucidn de proteinas en el interior del aparato.

En algunas formas de realizacion de los procedimientos de la invencion, la primera soluciéon de proteinas circula a
través del dispositivo de ultrafiltracion. Los procedimientos de la invencién pueden incluir formas de realizacion en
las cuales la solucidon de proteinas se devuelve al tanque de retencion. En ese momento, el material retenido, es
decir, la solucion de proteinas que queda en el aparato se puede recoger. De manera alternativa, la soluciéon de
proteinas se puede devolver al tanque de retencion y dejarse recircular a través del dispositivo de ultrafiltracion. En
por lo menos una forma de realizacién de la invencién, se permite que la primera soluciéon de proteinas recircule de
manera continua a través del dispositivo de ultrafiltracion.

Cuando la solucién de proteinas en el interior del aparato alcanza un valor de concentracién deseado o una presién
de alimentacion deseada, la recirculacion se puede desacelerar y la solucion de proteinas altamente concentrada, es
decir, una segunda solucién de proteinas se puede recoger. La solucion de proteinas altamente concentrada es por
lo menos aproximadamente 200 g/L, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 260 g/l, aproximadamente 300 g/,
aproximadamente 350 g/L, o aproximadamente 460 g/L o mayor.

Los expertos en la técnica entenderan que la concentracion de proteinas se puede medir por el uso de una variedad
de procedimientos conocidos en la técnica, tales como espectrofotometria UV o ELISA. En algunas formas de
realizacion de la invencion, la concentraciéon de proteinas se mide por medio de absorbancia de luz ultravioleta con
una longitud de onda de 280 nm. La medicién se corrige de manera tipica para la presencia de particulas grandes
por medio de la resta de la sefial de absorbancia a 320 nm. Después de que la proteina se concentra y se recupera,
la proteina se puede caracterizar por el uso de una variedad de procedimientos para asegurar que la calidad de la
proteina no se vea afectada. El porcentaje de proteina que son especies de alto y bajo peso molecular se puede
determinar por el uso de cromatografia por exclusion de tamafo. Un ensayo de bioactividad se puede usar para
determinar si la proteina todavia retiene la capacidad de llevar a cabo la funcién biolégica deseada. La proteina se
puede caracterizar con espectrometria de masas, SDS-PAGE, geles de enfoque isoeléctrico (IEF, por su sigla en
inglés), cromatografia de intercambio idnico, o electroforesis capilar para determinar si existe algun impacto a los
aminoacidos, las cadenas de aminoacidos, o los componentes de polisacaridos. La estructura de la proteina se
puede caracterizar por el uso de técnicas tales como calorimetria diferencial de barrido, barridos UV cercanos y
lejanos, y dicroismo circular.

Los procedimientos de la invencion pueden incluir formas de realizacion en las cuales la presiéon de alimentacion
inicial en el aparato es por lo menos aproximadamente 34473,8 Pa, por €j., entre aproximadamente 34473,8 Pa y el
limite maximo de presién de alimentacion del dispositivo, y la primera solucion de proteinas se recircula a través del
dispositivo de ultrafiltracion. Cuando se opera a un caudal de flujo de alimentacion fija, la viscosidad y la
alimentacién a presién incrementaran a medida que la proteina se concentra. Cuando la presién de alimentacion
alcanza el limite del dispositivo, el caudal de flujo de alimentacion se puede disminuir para mantener la presion de
alimentacién cerca del valor maximo. Para evitar que la soluciéon de proteinas se vuelva demasiado viscosa o seca
en el dispositivo de filtro, el caudal de flujo de alimentacién debe exceder de manera significativa, por ej., exceder
por al menos aproximadamente dos veces, el caudal al que el disolvente se evapora en el lado de permeacion de la
membrana. El experimento de concentracion ("experimento") cuando (1) la presion de alimentacion se encuentra
cerca del limite del dispositivo de filtro mientras que el caudal de flujo de alimentacion es menor que el doble del
caudal de flujo del material permeado, (2) se alcanza el limite de tiempo de proceso, o (3) se consigue la diana de
concentracion de proteinas.

Los procedimientos de concentracion de proteinas pueden conducir a la formacion de agregados de proteinas en la

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2733346 T3

solucioén, tales como agregados de bajo peso molecular y de alto peso molecular. Tales agregados producen
productos de proteinas no funcionales, subdptimos o no deseados.

Los términos "agregados de bajo peso molecular" o "especies de bajo peso molecular" (abreviado como LMW) se
refieren a proteinas que parecen tener un peso molecular mas bajo que la proteina de interés. LMW pueden ser
fragmentos de la proteina de interés o fragmentos de otras especies de los medios, células huésped, o componentes
de la solucion. Los términos "agregados de alto peso molecular" o "especies de alto peso molecular" (HMW) se
refieren a un subproducto indeseable de la produccion de proteinas que resulta de la asociaciéon entre por lo menos
dos proteinas. Los HMW pueden ser una asociacion entre por lo menos dos de las mismas proteinas y/o una
asociacion entre la proteina de interés y otras proteinas o fragmentos. La asociacidon puede surgir por cualquier
procedimiento que incluyen, pero no se limitan a, covalente, no covalente, disulfuro, y/o reticulacion no reducible. Los
expertos en la técnica entenderan que cuando una proteina esta activa en una forma de multimeros (por €j., una
forma de dimero), es decir, cuando se requiere mas de una cadena polipeptidica para actividad de la proteina, el
término "agregados de alto peso molecular" y similares se referira a una asociacion entre dos o mas de tales formas
multiméricas. Los expertos en la técnica conoceran las técnicas necesarias para monitorear y afectar a la produccion
de ambos agregados de bajo y alto peso molecular, por ej., cromatografia liquida de alto rendimiento por exclusion
de tamafio (SEC-HPLC).

Los procedimientos para la generacion de una solucion de proteinas altamente concentrada de la presente invencion
dan como resultado pequefios incrementos tanto de agregados HMW como LMW. En algunas formas de realizacion
de la invencidn, los procedimientos dan como resultado menos de aproximadamente 30% de incremento en la
formacién de agregados de HMW y/o LMW, por e€j., incremento de menos de aproximadamente 5% en la formacion
de agregados de HMW y/o LMW, por ej., menos de aproximadamente incremento del 2,2% en la formacion de
agregados de HMW y/o LMW.

Los expertos en la técnica sabran que es importante controlar el pH de un conjunto de ultrafiltracion (es decir, un
conjunto de soluciones que se obtiene después de un proceso de purificacion completo, que incluyen un paso de
ultrafiltracion) para asegurar la calidad y la estabilidad de las proteinas. Los desequilibrios en el pH y la
concentracion de soluto pequefio pueden existir entre la solucién de material permeado y la solucién concentrada de
proteina después de un paso de ultrafiltracion convencional debido al efecto Donnan, como se describe por, por €;.,
Stoner et al. (2004) J. Pharm. Sci. 93:2332 a 2342. De acuerdo con el efecto Donnan, la electroneutralidad se
mantiene a ambos lados de la membrana, y existe un potencial equiquimico a través de la membrana para cada par
de contra-ion. Tal electroneutralidad conduce a la retencién de pequefios iones que tienen una carga opuesta a la de
la proteina, y el pasaje de solutos incrementado con la misma carga que la proteina, lo que provoca una diferencia
de pH entre el lado de retencioén y el material permeado de la membrana (es decir, entre los lados corriente arriba y
corriente abajo), lo que da como resultado fluctuaciones del pH del material retenido. El desplazamiento en
pequefias concentraciones de solutos se puede atribuir de manera secundaria al volumen excluido de la proteina y
la union solutos y proteinas. Los procedimientos de concentracion de proteinas de acuerdo con la presente
invencion no conduciran a las fluctuaciones en el pH del material retenido porque los iones pequefios son retenidos
en el interior del dispositivo de ultrafiltracion y de manera tipica no se evaporan con el disolvente.

Los procedimientos de la presente invencion permiten la concentracién de una proteina, por ej., un anticuerpo
monoclonal, a por lo menos aproximadamente 200 g/L, por e€j., por lo menos aproximadamente 260 g/,
aproximadamente 300 g/l, aproximadamente 350 g/L, o aproximadamente 460 g/L o mayor. La presion capilar que
atrae el agua en los poros de la membrana porosa de fibra hueca es por lo menos un orden de magnitud mayor que
la presidon osmotica en una solucién concentrada de proteina. Esto provoca que el agua fluya fuera de incluso las
soluciones de proteinas mas concentradas. El disolvente libre de proteina en los poros de la membrana se evapora
en el aire, de manera independiente de las concentraciones de proteinas de corriente arriba. Estos dos efectos
permiten que los procedimientos de la presente invencion logren concentraciones de proteinas que no son posibles
con los sistemas de ultrafiltracién presurizados convencionales, tales como el sistema convencional representado en
la FIG. 2.

En por lo menos una forma de realizacién de la invencién, la solucién de proteinas concentrada por el uso de
procedimientos de la invencién es una soluciéon de anticuerpo. La solucién de anticuerpo concentrada por tales
procedimientos puede ser una solucién de anticuerpo monoclonal. En otras formas de realizacion, la solucién de
proteinas concentrada es una solucion de proteinas terapéutica, por €j., en el que la proteina en la solucion de
proteinas es una proteina terapéutica.

Los expertos en la técnica entenderan que cualquier soluciéon se puede concentrar por el uso de los procedimientos
de la invencion, si bien en formas de realizacién particulares la soluciéon concentrada es una solucién de proteinas.
Por ejemplo, las soluciones a ser concentradas pueden incluir soluciones de bebidas, tales como zumo o leche. Los
expertos en la técnica comprenderan que, con el fin de concentrar un soluto de interés en una solucion, la
membrana porosa de fibra hueca debe ser impermeable al soluto de interés. La concentracién de soluciones
distintas de soluciones de proteinas por el uso de los procedimientos descritos en la presente memoria esta
contemplada por la presente invencion.

Los expertos en la técnica seran conscientes, con base en la descripcion general de los procedimientos de la
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invencion en la presente memoria, de otras posibles alteraciones que se pueden hacer a los procedimientos. Tales
alteraciones de los procedimientos son abarcadas por la presente invencion.

Composiciones farmacéuticas

En ciertas formas de realizaciéon de la invencién, una solucién concentrada de proteina de acuerdo con uno o mas
procedimientos de la presente invencion puede ser Util en la preparacion de productos farmacéuticos. Las soluciones
de proteinas concentradas de acuerdo con uno o mas procedimientos de la invencion se pueden administrar a un
sujeto o pueden primero ser formuladas para la administracion por cualquier via disponible, que incluyen, pero no se
limitan a, por ej., la via parenteral (por ej., intravenosa), intradérmica, subcutanea, oral, nasal, bronquial, oftalmica,
transdérmica (tépica), transmucosal, rectal y vaginal. Las composiciones farmacéuticas de la invencion de manera
tipica incluyen una proteina purificada expresada a partir de una linea celular de mamifero y un agente de
administracion (por ej., un polimero catidénico, un transportador molecular peptidico, un tensioactivo, etc.) en
combinacién con un vehiculo aceptable para uso farmacéutico. Como se usa en la presente memoria, la expresion
"vehiculo aceptable para uso farmacéutico" incluye materiales no toxicos que no interfieren de manera significativa
con la eficacia / actividad biologica del componente activo, por ej., disolventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y agentes retardantes de la absorcion, y similares,
compatibles con la administracién farmacéutica. Las caracteristicas del vehiculo dependeran de la via de
administracion. También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Una composicion farmacéutica se formula para que sea compatible con su via de administracién prevista. Cuando la
proteina terapéutica producida de acuerdo con uno o mas procedimientos de la presente invencién se administra en
una forma oral, la composicién farmacéutica estara en forma de un comprimido, una capsula, un polvo, una solucién,
una emulsién, o un elixi. Cuando se administra en forma de comprimido, la composicién farmacéutica de la
invencion de manera adicional puede contener un vehiculo sélido tal como una gelatina o un adyuvante. El
comprimido, la capsula y el polvo contendran de aproximadamente 5% a aproximadamente 95% de agente de union,
por gj., de aproximadamente 25% a aproximadamente 90% de agente de union.

Cuando la proteina terapéutica producida de acuerdo con uno o mas procedimientos de la presente invencion se
administra en forma liquida (por €j., una solucion, una emulsién, o un elixir), se puede afiadir un vehiculo liquido tal
como agua, petroleo, aceites de origen animal o vegetal, tales como aceite de sésamo, aceite de cacahuete
(teniendo en consideracion la aparicion de reacciones alérgicas en la poblacion), aceite mineral, aceite de soja,
aceites sintéticos, y/o alcohol. La forma liquida de la composiciéon farmacéutica puede contener ademas solucion
salina fisioldgica, dextrosa u oftras soluciones de sacaridos, o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol, o
polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida, la composicion farmacéutica contiene de aproximadamente
0,5% a aproximadamente 90% en peso del agente de union, por €j., de aproximadamente 1% a aproximadamente
50% en peso del agente de union. Los expertos en la técnica conoceran las formulaciones que se utilizaran en estos
entornos.

Cuando la proteina terapéutica producida de acuerdo con uno o mas procedimientos de la presente invencion se
administra por inyeccion intravenosa, cutanea o subcutanea, la proteina terapéutica estara en la forma de una
solucién acuosa parenteralmente aceptable libre de pir6genos. La preparacion de tales soluciones de proteinas
parenteralmente aceptables, teniendo en cuenta el pH, la isotonicidad, la estabilidad y similares, esta dentro de la
experiencia de los en la técnica. En algunas formas de realizacion, una composicion farmacéutica para inyeccion
intravenosa, cutanea o subcutanea puede contener, ademas de la proteina terapéutica, un vehiculo isoténico tal
como una inyeccion de cloruro de sodio, una inyeccién de Ringer, una inyeccion de dextrosa, una inyeccion de
dextrosa y cloruro de sodio, una inyeccion de Ringer con lactato, u otro vehiculo como se conoce en la técnica. La
composicion farmacéutica de la presente invencién también puede contener estabilizantes, conservantes, tampones,
antioxidantes u otros aditivos conocidos por los expertos en la técnica.

La cantidad de un polipéptido de la invencion en la composicién farmacéutica de la presente invencion dependera de
la naturaleza y la gravedad de la afeccion a tratar, y de la naturaleza de tratamientos anteriores a los que el paciente
ha sido sometido. En ultima instancia, el médico tratante decidira la cantidad de una composiciéon farmacéutica o
polipéptido de la invencién con el que tratar a cada paciente individual. Inicialmente, el médico tratante administrara
dosis pequefias de una composicion farmacéutica / polipéptido de la invencion y observara la respuesta del paciente.
Las dosis mas grandes de una composicion farmacéutica / polipéptido de la invencion se pueden administrar hasta
que se obtiene el efecto terapéutico dptimo para el paciente, y en ese punto la dosis por lo general no se incrementa
mas. Se contempla que las diversas composiciones farmacéuticas usadas para tratar un sujeto en necesidad del
mismo deben contener de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 100 mg de un polipéptido de la invencion
por kg de peso corporal.

La duracion de la terapia por via intravenosa (i.v.) por el uso de una composiciéon farmacéutica de la presente
invencion variara, dependiendo de la gravedad de la enfermedad a tratar y de la afecciéon y la respuesta
idiosincrasica potencial de cada paciente individual. Se contempla que la duracién de cada aplicacién de una
composicion farmacéutica o un polipéptido de la presente invencion puede estar dentro del intervalo de, por €j., 1 a
12, 6 a 18, 0 12 a 24 horas de la administraciéon continua o intermitente i.v.. También se contemplan las terapias
subcutaneas (s.c.) e intramusculares (i.m.), por el uso de una composicion farmacéutica de la presente invencion.
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Estas terapias se pueden administrar, como ejemplos no limitativos, a diario, en forma semanal, quincenal o
mensual. En ultima instancia, el médico tratante decidira la duracién apropiada de la terapia i.v., i.m., s.c., o terapia
con una molécula pequefia, y el momento de administracion de la terapia, por el uso de una composicion
farmacéutica de la presente invencion.

Las formulaciones adicionales de las composiciones farmacéuticas que comprenden las soluciones de
medicamentos proteicos concentradas por uno o mas procedimientos de la presente invencidén seran conocidas por
los expertos en la técnica. Los expertos en la técnica también seran conscientes de formulaciones de dosificacion
unitaria adecuadas para las proteinas producidas de acuerdo con la presente invencion.

Ejemplos

Los Ejemplos que siguen se exponen para ayudar en la comprension de la invencion, pero no pretenden, y no se
deben interpretar para, limitar el alcance de la invencién de ninguna manera. Los Ejemplos no incluyen
descripciones detalladas de procedimientos convencionales, por €j., la clonacion, la transfeccion, aspectos basicos
de procedimientos para la sobreexpresion de proteinas en lineas celulares, y procedimientos basicos para la
purificacion de proteinas. Tales procedimientos son muy conocidos por los expertos ordinaria en la técnica.

Ejemplo 1

El objetivo de los experimentos fue de concentrar el anticuerpo monoclonal 1 (mAb1) por el uso de una técnica de
evaporacion por membrana en un dispositivo de ultrafiltracién que comprende una membrana porosa de fibra hueca.
Los tubos de fibra hueca hechos por GE Healthcare (UFP-30-E-H22LA y UFP-30-E-4MA, Westborough, MA) fueron
usados en una manera consistente con la ultrafiltracion (UF) tradicional (convencional), con la excepcion del uso de
la nueva técnica de concentracion por evaporacion de la presente invencion.

El material mAb1 se obtuvo del conjunto que sigue a la purificacion de la proteina Ay se purific6 de manera adicional
por medio de filtracién a través de una membrana Millipore A1THC (Billerica, MA). El material se intercambid con un
tampoén en un pH de 5,9, un tampoén de 12 mM de histidina y se concentré hasta 150 g/L. Este material se us6 como
la carga de partida para los experimentos.

El material de carga se procesoé por el uso de un cartucho de fibra hueca de polisulfona hidréfila de 30 kDa (GE
Healthcare) con 1 mm de lumen. Se usaron membranas de area diferente para los dos experimentos (38 cm? y 420
cm?). Los nuevos filtros se enjuagaron con agua antes de su uso para eliminar la solucién de almacenamiento. Se
colocaron transductores de presion Becton Dickinson (Newark, DE) en los puertos de alimentaciéon y de material
retenido en el cartucho. El sistema de ultrafiltracion se hizo funcionar con una bomba peristaltica SciLog (SciLog
Modelo 1081, Middleton, WI). El recipiente Pall Minim de 500 ml (FS700MO01, Pall, East Hills, NY) se us6 como el
tanque de retencion y se agitd con una barra de agitaciéon magnética. El sistema se sellé a excepcion de un puerto
de ventilacién luer en la parte superior del tanque, que estaba abierto cuando el sistema estaba en funcionamiento.
Cuando no estaba en uso, el sistema estaba completamente sellado.

Inicialmente, la carga se concentré a través de la operacion convencional del sistema de ultrafiltracion (véase, por
€j., la FIG. 2). El cartucho de fibra hueca se hizo funcionar con una caida de presion de canal de 68947,6 Pa y una
caida de presién de transmembrana de 172369 Pa. La caida de presién del canal de alimentaciéon incrementé a
medida que la solucidn se concentrd y se hizo mas viscosa. Una vez que se alcanzé una presion de alimentacion de
275790 Pa, el procedimiento de concentracion se cambié a un procedimiento de evaporacién por membrana de la
invencion (véase, por €j., la FIG. 1).

La operacion de ultrafiltracion convencional llevé la solucion a aproximadamente 200 g/L, es decir, el punto de gel;
por encima de 200 g/L, la viscosidad incrementé6 de manera exponencial, lo que limité ain mas la filtracion y la
concentracion de proteinas (datos no mostrados).

Durante el procedimiento de evaporacion por membrana, se soplé aire doméstico (ambiente) en el lado de
permeacion de la membrana con una presion de entrada de 6894,76 a 13789,5 Pa. El material de alimentacién se
recircul6 a un caudal de flujo lento con una presiéon de alimentacion inicial que oscilaba entre 68947,6 a
aproximadamente 103421 Pa y una valvula de material retenido abierta. Este proceso de concentracion se continué
hasta que la viscosidad del material provocé que la presién de alimentaciéon excediera 275790 Pa. En este punto, el
caudal de flujo de recirculacion se desacelerd, y se recogio el material. Por el uso del procedimiento de evaporacion
por membrana de fibra hueca, la concentracion final de proteina excedié la concentracion maxima de proteina
alcanzable con la ultrafiltracion convencional, incluso con una viscosidad de la soluciéon incrementada de manera
significativa (FIG. 3; Fibra Hueca).

Las concentraciones finales para el Experimento 1 y el Experimento 2 medidas como absorbancia a 280 nm se
enumeran en la Tabla 1, junto con los resultados de la cromatografia por exclusion de tamafio (SEC). El
procedimiento SEC indica si la ultrafiltracion provoco la formacion de especies de alto peso molecular (HMW) o de
bajo peso molecular (LMW). La generacion de agregados de HMW y/o LMW se considera un indicador de dafio a las
proteinas. El analisis por medio de HPLC-SEC se llevo a cabo con la muestra diluida a 1 mg/ml antes de la carga
sobre la columna de HPLC.
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Tabla 1
Concentracion (g/L) | % de HMW | % de LMW | pH
Carga 1 148 3,0 1,1 6,2
Experimento 1 | 326 3,0 1,1 6,3
Carga 2 148 3,2 3,6 N/R
Experimento 2 | 319 5,3 3,6 6,4

Los resultados de HPLC-SEC no cambiaron entre la Carga 1y el Experimento 1, lo que indica la operacion no afecté
a las caracteristicas de las proteinas. En el Experimento 2, hubo un pequefio incremento en los agregados de alto
peso molecular; esto indica que hubo algun dafio a las proteinas. Sin embargo, la cantidad de dafio a las proteinas
se considera pequefio, porque la diferencia en % de HMW entre la Carga 2 y el Experimento 2 fue sélo de
aproximadamente 2,1%.

Ejemplo 2

El objetivo de los experimentos era concentrar mAb1 por el uso de una técnica de evaporacién por membrana en un
dispositivo de ultrafiltracion que comprende una célula agitada. Una célula agitada hecha por Millipore (Amicon 8010,
Billerica, MA) con una membrana de ultrafiltracion de 30 kDa se usé en una manera consistente con la UF
tradicional, con la excepcién del uso de la nueva técnica de concentracion por evaporacion de la presente invencion.

El material mAb1 se obtuvo del conjunto de ultrafiliracion convencional que resulta de un proceso de purificacion
completa. En este proceso de purificacion completa se usaron una columna de cromatografia de proteina A, una
columna de cromatografia de intercambio aniénico, un filtro de retencién de virus (por ej., un filtro Planova 20 (Asahi
Kasei Corporation, Tokio, Japdn)), y un ultrafiltro. La proteina estaba en 171 g/L en 6 mM de histidina, 8 mM de
metionina, un tampon a un pH de 6,0. Este material se us6 como la carga de partida para los experimentos.

El material de carga se proceso por el uso de una membrana de celulosa regenerada de 30 kDa (Millipore PLCTK).
Los nuevos filtros se enjuagaron con agua antes de su uso para eliminar la solucion de almacenamiento. El sistema
se agitd a 80 rpm con un agitador de potencia (Glas-Col 099DGT31, Terre Haute, IN) y un impulsor a través de una
abertura en la parte superior. Cuando no estaba en uso, el sistema estaba completamente sellado.

Durante el procedimiento de evaporacion por membrana, se soplé aire doméstico (ambiente) a través de orificios en
la placa base de la célula agitada en el lado de permeacion de la membrana a 82737,1 Pa.

Tabla 2

Concentracion (g/L) | % de HMW | % de LMW

Carga 171 2,7 0,3

Conjunto | 461 2,6 0,3

Por el uso del dispositivo de evaporacién por membrana de célula agitada, la concentracion final de proteina excedio
la concentracién maxima de proteina alcanzable con la ultrafiltracién convencional, incluso con una viscosidad de la
solucién incrementada de manera significativa (FIG. 3; Célula Agitada). Las concentraciones finales medidas como
absorbancia a 280 nm se enumeran en la Tabla 2, junto con los resultados de la SEC. El analisis por medio de
HPLC-SEC se llevé a cabo con la muestra diluida a 1 mg/ml antes de la carga sobre la columna de HPLC. Los
resultados de HPLC-SEC indicaron que la operacion no afectd a las caracteristicas de las proteinas.

Ejemplo Comparativo 3

El objetivo de los experimentos era concentrar mAb1 por el uso de una técnica de evaporacion por membrana con
un dispositivo de ultrafiliracion que comprende una membrana hidréfoba. La FIG. 4 muestra una comparacion
esquematica entre la técnica de evaporacion por membrana de ultrafiltracion (hidréfila) usada en el Ejemplo 1 (FIG.
4A) y la técnica de evaporacion por membrana hidréfoba usada en este ejemplo (FIG. 4B). La fase gaseosa estaba
presente solo dentro de los poros de la membrana hidrofoba durante la operacion. El flujo de aire se aplico en el lado
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de permeacion del dispositivo. En esta configuracion, el disolvente se evapord en el aire en los poros de la
membrana y se elimind poco a poco por el aire que fluia en el lado de permeacion. La eliminacion gradual del
disolvente concentré la solucién de proteinas. La proteina estaba en contacto con la interfase aire-liquido en el lado
de retencion de la membrana, lo que cred el potencial para algun dafio a las proteinas. Se us6 una célula agitada
hecha por Millipore (Amicon 8010, Billerica, MA) con una membrana microporosa hidréfoba Durapore PVDF.

Al igual que con anterioridad, el material mAb1 se obtuvo del conjunto de ultrafiltracién convencional que resulta de
un proceso de purificacion completa. La proteina estaba en 171 g/L en 6 mM de histidina, 8 mM de metionina, un
tampon a un pH de 6,0. Este material se us6 como la carga de partida para los experimentos.

El material de carga se proceso por el uso de una pieza circular de 26 mm (de diametro) de membrana microporosa
hidréfobo de Durapore PVDF (Millipore GVHP04700 (lote R5BN49933)). La membrana se instal6, se humedecié con
70% de etanol, y se purgd con tampon antes de su uso. El sistema se agité a 38 rpm con un agitador de potencia
(Glas-Col 099DGT31) y un impulsor a través de una abertura en la parte superior. Cuando no estaba en uso, el
sistema estaba completamente sellado.

Durante el procedimiento de evaporacion por membrana, se soploé aire doméstico (ambiente) a través de orificios en
la placa base de la célula agitada en el lado de permeacion de la membrana a 6894,76 Pa.

Las concentraciones finales medidas como absorbancia a 280 nm se enumeran en la Tabla 3 junto con los
resultados de la SEC. El analisis por HPLC-SEC se llevé a cabo con la muestra diluida a 1 mg/ml antes de la carga
sobre la columna de HPLC.

Tabla 3
Concentracion (g/L) | % de HMW | % de LMW
Carga 171 3,8 0,2
Conjunto | 387 3,5 0,1

Los resultados de HPLC-SEC indicaron que la presencia de la interfase aire-liquido en la técnica de evaporacion por
membrana microporosa hidréfoba no afecté a las caracteristicas de las proteinas.

Ejemplo 4

El objetivo de los experimentos era concentrar una proteina de fusion de Fc (Fc1) por el uso de una técnica de
evaporacion por membrana en un dispositivo de ultrafiltracion que comprende una célula agitada. Una célula agitada
hecha por Millipore (Amicon 8010, Billerica, MA) con una membrana de ultrafiltracion de 30 kDa se usé en una
manera consistente con la UF tradicional, con la excepcién del uso de la nueva técnica de concentraciéon por
evaporacion de la presente invencion.

El material se obtuvo a partir del conjunto de ultrafiliracion convencional que resulta de un proceso de purificacion
completa. El material de carga se proceso por el uso de una membrana de celulosa regenerada de 30 kDa (Millipore
PLCTK). Los nuevos filtros se enjuagaron con agua antes de su uso para eliminar la solucién de almacenamiento. El
sistema se agité a 80 rpm con un agitador de potencia (Glas-Col 099DGT31) y un impulsor a través de una abertura
en la parte superior. Cuando no estaba en uso, el sistema estaba completamente sellado.

Durante el procedimiento de evaporacion por membrana, se soplé aire doméstico (ambiente) a través de orificios en
la placa base de la célula agitada en el lado de permeacion de la membrana a 82737,1 Pa.

Por el uso del dispositivo de evaporacion por membrana de célula agitada, la concentracion final de proteina excedio
la concentracién maxima de proteina alcanzable con la ultrafiltracién convencional, incluso con una viscosidad de la
solucién incrementada de manera significativa (FIG. 5). Las concentraciones finales medidas como absorbancia a
280 nm se enumeran en la Tabla 4, junto con los resultados de la SEC. El analisis por HPLC-SEC se llevé a cabo
con la muestra diluida a 1 mg/ml antes de la carga sobre la columna de HPLC.

Tabla 4
Concentracion (g/L) | % de HMW
Carga 90 2,6
Conjunto | 375 4.6
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Los resultados de HPLC-SEC indicaron que la operacion dio lugar a un pequefio incremento en los niveles de HMW
de las proteinas. Sin embargo, la cantidad de dafio a las proteinas se considera pequefio, porque la diferencia en %
de HMW fue sdélo de aproximadamente 2%. Estos experimentos indican que la técnica se puede usar con
medicamentos proteicos distintas de anticuerpos.

Ejemplo 5

El objetivo de los experimentos era concentrar mAb1 por el uso de una técnica de evaporacion por membrana en un
dispositivo de ultrafiltracion que comprende un médulo de filtracion de flujo tangencial (TFF, por su sigla en inglés) a
gran escala. TFF (también conocida como filtracion de flujo transversal) se puede aplicar a un dispositivo de fibra
hueca o un dispositivo de placa y marco. Un médulo TFF hecho por Sartorius AG (Goettingen, Alemania) con una
membrana de ultrafiltracion de 30 kDa se us6 en una manera consistente con la UF tradicional, con la excepcion del
uso de la nueva técnica de concentracion por evaporacion de la presente invencion.

El material se obtuvo del conjunto de ultrafiltracién convencional que resulta de un proceso de purificaciéon completa.
Durante el procedimiento de evaporacion por membrana, se soplé aire doméstico (ambiente) a través del lado de
permeacion de la membrana a 82737,1 Pa.

Por el uso del dispositivo de evaporaciéon por membrana de TFF, la concentracion final de proteina excedié la
concentracion maxima de proteina alcanzable con la ultrafiltracion convencional, incluso con una viscosidad de la
solucién incrementada de manera significativa (datos no mostrados). Se recogio el conjunto de UF y se midio la
concentracion y el volumen del conjunto. El filtro se recirculé luego con tampén de lavado para recuperar el producto
adicional y se recogio el tampon de lavado. Este paso de lavado se repitio, y luego se midieron las concentraciones y
voliumenes de los dos pasos de lavado. Las concentraciones finales medidas como absorbancia a 280 nm, asi como
también los volumenes de las muestras del conjunto y de lavado, se enumeran en la Tabla 5, junto con los
resultados de la SEC. Se calcularon los volumenes, las concentraciones, y los rendimientos que se han obtenido del
conjunto, el conjunto combinado con el primer lavado, y el conjunto combinado con la primera y la segunda muestras
de lavado y se muestran en la Tabla 5 como los Datos del Conjunto Virtual Calculado. El analisis por HPLC-SEC se
llevé a cabo con la muestra diluida a 1 mg/ml antes de la carga sobre la columna de HPLC.

Tabla 5
Datos de Muestra Datos del Conjunto Virtual Calculado
Concentracion % de Volumen | % de | % de % de Volumen | Concentracion
[g/L] Rendimiento| [ml] HMW| LMW [Rendimiento| [ml] [g/L]
Carga 150 100 2013 0,6 0,5
Conjunto de UF 415 62 450 0,8 0,4 62 450 415
Lavado 1 328 24 224 0,8 0,4 86 674 386
Lavado 2 154 1 224 0,7 0,5 98 898 328

Los resultados de HPLC-SEC indicaron que la operacion no afectd a las caracteristicas de las proteinas. La
recuperacion de la mAb1 fue alta y la operacion duré menos de tres horas. Esto indica que la técnica de evaporacion
por membrana se puede llevar a cabo a gran escala, lo que da como resultado una buena calidad del producto y un
alto rendimiento.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para la generacion de una soluciéon de proteinas altamente concentrada en un aparato, que
comprende los pasos de:

(i) cargar una primera solucién de proteinas en una solucion tampdn acuosa en un tanque de retencion;

(ii) permitir que la primera solucion de proteinas fluya desde el tanque de retencion a un dispositivo de
ultrafiltracion y

(a) hacer circular la primera solucion de proteinas a través del dispositivo de ultrafiltracion, en el que el
dispositivo de ultrafiltracién comprende una membrana porosa hidréfila con un lado de retencion y un lado
de permeacion, el tamafio de poro de la membrana es tal que se permite que el tampdn acuoso se
absorba en la membrana mientras que las proteinas son retenidas;

(b) aplicar un flujo de gas al lado de permeacion de la membrana porosa hidrofila, el flujo de gas se aplica
a través del lado de permeacion de la membrana; y

(c) recoger una segunda solucién de proteinas en el lado de retencion, en el que la segunda solucion de
proteinas es una solucidon de proteinas altamente concentrada, en la que la solucién de proteinas
altamente concentrada comprende por lo menos 200 g/L de proteina, preferentemente por lo menos 260
g/L de proteina, por lo menos 350 g/L de proteina o 460 g/L de proteina,

en el que la aplicacion del flujo de gas al lado de permeacion de la membrana porosa hidrofila permite que el
tampon acuoso de la primera solucidon de proteinas se absorba en la membrana porosa hidréfila y se evapore
fuera de la membrana porosa hidrdfila.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dispositivo de ultrafiltracion es un dispositivo de
fibra hueca, un dispositivo de placa y marco, un dispositivo de enrollado en espiral, o un dispositivo de célula
agitada.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el paso de la circulacién de la primera solucion de
proteinas se repite antes del paso de la recogida de la segunda solucién de proteinas.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la temperatura fuera del aparato es de 2 °C a 60
°Co20°Ca45-°C.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la primera solucién de proteinas es una solucién
de anticuerpos o una solucion de proteinas terapéuticas.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la primera solucién de proteinas es una solucion
de anticuerpos monoclonales.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el procedimiento resulta en menos de 5% o menos
de 2,2% de incremento en la formacion de especies de alto peso molecular (HMW) en la solucion de proteinas
altamente concentrada.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el procedimiento resulta en menos de 5% o menos
de 2,2% de incremento en la formaciéon de especies de bajo peso molecular (LMW) en la solucion de proteinas
altamente concentrada.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el procedimiento ademas comprende un primer
paso de generacion de una solucidn concentrada de proteinas mediante el uso de un procedimiento de
ultrafiltracién convencional.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la temperatura fuera del
aparatoesde 2°Ca60°Co20°Cab-°C.

17



ES 2733346 T3

FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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