REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una composicion farmacéutica con actividad
reducida de lipasa, que comprende:

(a) someter una muestra que incluye una proteina de interés y una lipasa a
condiciones de estrés para formar una muestra con lipasa inactivada;

(b) someter tal muestra con lipasa inactivada a un paso de purificacion para
formar una muestra empobrecida en alto peso molecular (HMW); y

(c) formular tal muestra reducida en HMW con al menos un éster de acido graso
para producir una composicién farmacéutica con actividad reducida de lipasa,

en donde tal composicidn farmacéutica tiene una actividad reducida de lipasa en
comparacion con una composicion farmaceéutica formulada a partir de una muestra que
no fue sometida a condiciones de estrés, y en donde tal actividad reducida de lipasa se
mide después de un periodo de almacenamiento en condiciones de almacenamiento a
largo plazo o en condiciones de almacenamiento acelerado de al menos 2 semanas.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde tal 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.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde tal proteina de interés es
Dupilumab.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde tales
condiciones de estrés incluyen estrés por agitacion y/o estrés térmico.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde tal estrés por agitacién comprende
agitar tal muestra desde 50 hasta 500 rpm, desde 200 hasta 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.

6. El método de la reivindicacion 4 o de la reivindicacion 5, en donde tal estrés
por agitacion comprende agitar tal muestra desde 1 hasta 96 horas, desde 24 hasta 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,
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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.

7. El método de la reivindicacién 4, en donde tal estrés térmico comprende
almacenar tal muestra desde aproximadamente 25 °C hasta aproximadamente 60 °C,
desde aproximadamente 30 °C hasta aproximadamente 60 °C, desde aproximadamente
35 °C hasta aproximadamente 55 °C, desde aproximadamente 40 °C hasta
aproximadamente 50 °C, desde aproximadamente 44 °C hasta aproximadamente 46 °C,
aproximadamente 25 °C, aproximadamente 30 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 40 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C, o aproximadamente 60 °C.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde tal estrés térmico comprende
almacenar tal muestra a tal temperatura desde 1 dia hasta 6 meses, desde 3 dias hasta
3 meses, desde 1 semana hasta 2 meses, desde 0,5 meses hasta 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, 0 aproximadamente 6 meses.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde tal paso de
purificaciébn comprende filtracién, enriquecimiento o separacién cromatografica.

10. El método de la reivindicacién 9, en donde tal separacion cromatografica
comprende cromatografia de intercambio catidnico.

11. El método de la reivindicacién 9, en donde tal separacion cromatografica
comprende cromatografia de exclusion por tamafio.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde tal muestra
reducida en HMW comprende menos de 10%, menos de 5%, menos de 4%, menos de
3%, menos de 2% o menos de 1% de especies de HMW.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde tal paso de
formulacion comprende ademas afiadir excipientes a tal muestra reducida en HMW.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde tal éster de

acido graso es polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60 o polisorbato 80.
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15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde tal periodo
de almacenamiento es desde aproximadamente 2 semanas hasta aproximadamente 5
afios, desde aproximadamente 2 semanas hasta aproximadamente 3 afios, desde
aproximadamente 2 semanas hasta aproximadamente 1 afio, desde aproximadamente
2 semanas hasta aproximadamente 6 meses, desde aproximadamente 1 mes hasta
aproximadamente 5 afios, desde aproximadamente 1 mes hasta aproximadamente 3
anos, desde aproximadamente 1 mes hasta aproximadamente 1 afio, desde
aproximadamente 1 mes hasta aproximadamente 6 meses, aproximadamente 2
semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas,
aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses,
aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses,
aproximadamente 9 meses, aproximadamente 12 meses, aproximadamente 18 meses,
aproximadamente 2 afos, aproximadamente 3 afos, aproximadamente 4 afos, o
aproximadamente 5 afios.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde tales
condiciones de almacenamiento a largo plazo comprenden el almacenamiento a una
temperatura desde aproximadamente 0 °C hasta aproximadamente 10 °C,
aproximadamente 0 °C, aproximadamente 5 °C o aproximadamente 10 °C.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde tales
condiciones de almacenamiento acelerado comprenden el almacenamiento a una
temperatura desde aproximadamente 35 °C hasta aproximadamente 60 °C, desde
aproximadamente 45 °C hasta aproximadamente 55 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 40 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C, o aproximadamente 60 °C.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde una medida
de la actividad reducida de lipasa comprende una cuantificacion de la degradaciéon de
ésteres de acidos grasos.

19. El método de la reivindicacion 18, en donde tal cuantificacion comprende un
ensayo enzimatico colorimétrico para acidos grasos no esterificados, espectrometria de
masas, deteccion de aerosoles cargados y/o cromatografia liquida.

20. El método de la reivindicacion 18, en donde tal cuantificacion comprende
determinar un porcentaje de éster de acido graso recuperado de tal composicion
farmacéutica con actividad reducida de lipasa después de tal periodo de
almacenamiento usando cromatografia de deteccion de aerosol-liquido cargado.

21. El método de la reivindicacién 20, en donde tal porcentaje es por arriba de
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80%, por arriba de 85%, por arriba de 90%, por arriba de 95%, por arriba de 99%,
aproximadamente  85%, aproximadamente 90%, aproximadamente  95%,
aproximadamente 99% o aproximadamente 100%.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en donde una medida
de la actividad reducida de lipasa comprende una cuantificacion de particulas por unidad
de volumen.

23. El método de la reivindicacion 22, en donde tales particulas comprenden
particulas visibles y/o particulas subvisibles.

24. El método de la reivindicacion 22, en donde tales particulas comprenden
particulas = 10 um de didmetro y/o particulas = 25 um de diametro.

25. El método de la reivindicacion 22, en donde tales particulas comprenden
particulas de acidos grasos.

26. El método de cualquiera de las reivindicaciones 22-25, en donde tal
cuantificacibn comprende oscurecimiento por luz, microscopia O6ptica, analisis de
imagenes de microflujo, citometria de flujo, conteo de Coulter y/o seguimiento de
particulas submicrométricas.

27. El método de cualquiera de las reivindicaciones 22-26, en donde un numero
de particulas por mL en tal composicién farmacéutica con actividad reducida de lipasa
es por debajo de 500, por debajo de 200, por debajo de 100, por debajo de 50, por
debajo de 10 o por debajo de 5.

28. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27, en donde tal proteina
de interés se produce a partir de una célula hospedera recombinante.

29. El método de la reivindicacibn 28, en donde tal célula hospedera
recombinante se selecciona a partir de un grupo que consiste de una célula CHO, una
célula CHO-K1, y variaciones de las mismas.

30. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-29, en donde tal lipasa es
una proteina de célula hospedera.

31. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-30, en donde tal lipasa
tiene una mayor susceptibilidad a la inactivacion en condiciones de estrés en
comparacion con tal proteina de interés.

32. Una formulacién de proteina que comprende una proteina y al menos un
éster de acido graso elaborada por el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-
31.



