REIVINDICACIONES

1. Un meétodo para producir una composicion farmacéutica con lipasa reducida,
caracterizado porque comprende: someter una muestra que incluye una proteina de interés
y una lipasa a cromatografia de intercambio anidnico, en donde un pH de la muestra
cargada en la columna de cromatografia esta entre aproximadamente 7,8 y
aproximadamente 8,3.

2. Un método para producir una composicion farmacéutica con actividad de

lipasa reducida, caracterizado porque comprende:

(c) someter una muestra que incluye una proteina de interés y una lipasa a

condiciones de estrés para formar una muestra con lipasa inactivada; y

(d)  formular la muestra con lipasa inactivada para producir una composicion

farmacéutica con actividad de lipasa reducida.

3. El método de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado porque la
proteina de interés es un anticuerpo, una proteina derivada de anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo biespecifico, una proteina de fusion,

un conjugado de anticuerpo-farmaco o una proteina terapéutica.

4, El método de conformidad con la reivindicacién 2 o 3, caracterizado porque el
paso de formulacion comprende agregar un éster de acido graso a la muestra, en donde el

ester de acido graso es polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60 o polisorbato 80.

5. El método de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizado porque el
éster de acido graso es polisorbato 80 y una concentracion de ésteres de acido oleico en
el polisorbato 80 es de al menos 80%.

6. El método de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizado porque una
concentracion de ésteres de acido oleico en el polisorbato 80 es al menos 98% o al menos
99%.

7. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2-6,
caracterizado porque las condiciones de estrés incluyen estrés de agitacion y/o estrés de

calor.

8. El método de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque el
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estrés de agitacion comprende agitar la muestra a de 50 a 500 rpm, de 200 a 300 rpm,
aproximadamente 50 rpm, aproximadamente 75 rpm, aproximadamente 100 rpm,
aproximadamente 125 rpm, aproximadamente 150 rpm, aproximadamente 200 rpm,
aproximadamente 225 rpm, aproximadamente 250 rpm, aproximadamente 275 rpm,
aproximadamente 300 rpm, aproximadamente 325 rpm, aproximadamente 350 rpm,
aproximadamente 375 rpm, aproximadamente 400 rpm, aproximadamente 425 rpm,

aproximadamente 450 rpm, aproximadamente 475 rpm o aproximadamente 500 rpm.

9. El método de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque el
estrés de agitacion comprende agitar la muestra durante 1 a 96 horas, de 24 a 48 horas,
aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas,
aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas,
aproximadamente 12 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 24 horas,
aproximadamente 30 horas, aproximadamente 36 horas, aproximadamente 42 horas,
aproximadamente 48 horas, aproximadamente 60 horas, aproximadamente 72 horas,

aproximadamente 84 horas o aproximadamente 96 horas.

10. El método de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque el
estrés de calor comprende almacenar la muestra a aproximadamente 30 °C a
aproximadamente 60 °C, aproximadamente 35 °C a aproximadamente 55 °C,
aproximadamente 40 °C a aproximadamente 50 °C, aproximadamente 44 °C a
aproximadamente 46 °C, aproximadamente 30 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 40 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C o aproximadamente 60 °C.

11. El método de conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado porque el
almacenamiento es de 1 dia a 6 meses, de 3 dias a 3 meses, de 1 semana a 2 meses, de
0,5 meses a 1 mes, aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2 dias, aproximadamente
3 dias, aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 0,5
meses, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 1
mes, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7
semanas, aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3
meses, aproximadamente 3,5 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 4,5
meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 5,5 meses o aproximadamente 6

meses.

12. El método de cualquiera de la reivindicaciones 2-11, caracterizado porque
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comprende ademas someter la muestra con lipasa inactivada a filtracion, enriquecimiento
0 separacion cromatografica para eliminar especies de alto peso molecular (HMW) antes
del paso (b).

13. El método de conformidad con la reivindicacion 12, caracterizado porque la

separaciéon cromatogréfica comprende cromatografia de intercambio cationico.

14. El método de conformidad con la reivindicacién 12, caracterizado porque la

separacion cromatografica comprende cromatografia de exclusion por tamafio.

15. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2-14,

caracterizado porque el paso de formulacibn comprende agregar excipientes a la muestra.

16. Un método para producir una composicién farmacéutica con actividad de

lipasa reducida. caracterizado porque:
(9) someter el anticuerpo cosechado a cromatografia de afinidad;

(h) someter el anticuerpo agrupado del eluato del paso (a) a inactivacién viral a
un pH de aproximadamente 3 a aproximadamente 4 y luego ajustar el pH a

aproximadamente 5 a aproximadamente 8;

® someter el anticuerpo agrupado del paso (b) a cromatografia de intercambio

aniénico en modo de flujo continuo;

()] someter el anticuerpo agrupado del eluato del paso (c) a cromatografia de

interaccion hidréfoba en modo de flujo continuo;

(K) someter el anticuerpo agrupado de fracciones de flujo continuo del paso (d) a

filtracién de retencién de virus;

)] someter una muestra del paso (e) que incluye un anticuerpo de interés y una
lipasa a estrés de agitacion o estrés de calor para formar una composicion farmacéutica

con actividad de lipasa reducida.

17. Un método para producir una composicion farmacéutica con actividad de

lipasa reducida, caracterizado porque:

() someter el anticuerpo cosechado a cromatografia de afinidad,;



()  someter el anticuerpo agrupado del eluato del paso (a) a inactivacién viral a
un pH de aproximadamente 3 a aproximadamente 4 y luego ajustar el pH a

aproximadamente 5 a aproximadamente 8;

(h) someter el anticuerpo agrupado del paso (b) a cromatografia de intercambio

aniénico en modo de flujo continuo;

0] someter el anticuerpo agrupado de fracciones de flujo continuo del paso (c) a

filtracion de retencién de virus;

()] someter una muestra del paso (d) que incluye un anticuerpo de interés y una
lipasa a estrés de agitacion o estrés de calor para formar una composicién farmacéutica

con actividad de lipasa reducida.

18. El método de conformidad con la reivindicacion 16 o 17, caracterizado porque
comprende ademas someter la composicion farmacéutica a filtracion, enriquecimiento o

separaciéon cromatografica para eliminar especies de HMW.

19. ElI método de conformidad con la reivindicacién 18, caracterizado porque la
separacion cromatografica comprende cromatografia de intercambio idnico, cromatografia

de intercambio catiénico o cromatografia de exclusién por tamafio.

20. ElI método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 16-19,
caracterizado porque un pH de la muestra cargada en la columna AEX esta entre

aproximadamente 7,8 y aproximadamente 8,3.

21. Un método para producir una composicion farmacéutica con mayor
estabilidad, caracterizado porque comprende: reducir la actividad de lipasa en una
composicion al someter una muestra que incluye una proteina de interés y una lipasa a
cromatografia de intercambio anidnico (AEX), en donde un pH de la muestra cargada en la

columna AEX esta entre aproximadamente 7,8 y aproximadamente 8,3.

22. El método de conformidad con la reivindicacién 21, caracterizado porque
comprende ademas el paso de someter una muestra formada después de la cromatografia

de AEX a estrés de agitacion o estrés de calor para reducir la actividad de lipasa.

23. ElI método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 16-22,
caracterizado porque comprende ademas la adicion de poloxamero 188 o PEG3350 para

producir una formulacion que comprende una composicion farmacéutica con actividad de
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lipasa reducida y estabilidad aumentada.

24.  El método de conformidad con la reivindicacion 23, caracterizado porque la

formulacién esta sustancialmente libre de polisorbato.

25. ElI'método de conformidad con la reivindicacion 23 o 24, caracterizado porque
una concentracion del poloxadmero 188 es de 0,005% a 5%, de 0,05% a 2,5%, de 0,1% a
1%, aproximadamente 0,05%, aproximadamente 0,01%, aproximadamente 0,02%,
aproximadamente 0,03%, aproximadamente 0,04%, aproximadamente 0,05%,
aproximadamente 0,06%, aproximadamente 0,07%, aproximadamente 0,08%,
aproximadamente 0,09%, aproximadamente 0,1%, aproximadamente 0,15%,
aproximadamente  0,2%, aproximadamente 0,25%, aproximadamente 0,3%,
aproximadamente 0,4%, aproximadamente 0,5%, aproximadamente 1%, aproximadamente
1,5%, aproximadamente 2%, aproximadamente 2,5%, aproximadamente 3%,
aproximadamente  3,5%, aproximadamente 4%, aproximadamente 45% o

aproximadamente 5%.

26. ElImétodo de conformidad con la reivindicacion 23 o 24, caracterizado porque
una concentracion del PEG3350 es de 0,005% a 5%, de 0,05% a 2,5%, de 0,1% a 1%,
aproximadamente 0,05%, aproximadamente 0,01%, aproximadamente 0,02%,
aproximadamente 0,03%, aproximadamente 0,04%, aproximadamente 0,05%,
aproximadamente 0,06%, aproximadamente 0,07%, aproximadamente 0,08%,
aproximadamente 0,09%, aproximadamente 0,1%, aproximadamente 0,15%,
aproximadamente  0,2%, aproximadamente 0,25%, aproximadamente 0,3%,
aproximadamente 0,4%, aproximadamente 0,5%, aproximadamente 1%, aproximadamente
1,5%, aproximadamente 2%, aproximadamente 2,5%, aproximadamente 3%,
aproximadamente  3,5%, aproximadamente 4%, aproximadamente 45% o

aproximadamente 5%.

27. Un método para producir una composicion farmacéutica con estabilidad

aumentada, caracterizado porque comprende:

(d) someter una proteina recombinante cosechada a cromatografia de

intercambio aniénico en modo de flujo continuo;

(e) someter las fracciones de flujo continuo del paso (a) a cromatografia de
interaccion hidrofoba en modo de flujo continuo; y



() formular proteina recombinante aislada del paso (b) con polisorbato 80, en
donde una concentracion de ésteres de acido oleico en el polisorbato 80 es al menos 80%.

28. ElI método de conformidad con la reivindicacidon 27, caracterizado porque una

concentracion de los ésteres de acido oleico es al menos 98% o al menos 99%.

29. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 16-28,
caracterizado porque un pH de la muestra cargada en la columna de cromatografia de
intercambio anionico es de aproximadamente 7,8 a aproximadamente 8,3, de
aproximadamente 7,9 a aproximadamente 8,2, aproximadamente 7,8, aproximadamente
7,9, aproximadamente 8,0, aproximadamente 8,1, aproximadamente 8,2 o0
aproximadamente 8,3.



