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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METO-
DO DE CROMATOGRAFIA PARA QUANTIFICAGAO DE UM TEN-
SOATIVO NAO IONICO EM UMA COMPOSIGAO COMPREENDEN-
DO O TENSOATIVO NAO IONICO E UM POLIPEPTIDEO".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica prioridade ao Pedido de Patente
Provisério US n. 62/375,373, depositado em 15 de agosto de 2016, cu-

ja divulgacao é incorporada neste documento por referéncia em sua to-

talidade.
CAMPO DA INVENCAO
[002] A presente invencao fornece métodos para analisar formu-

lacdes de polipeptideos quanto a presencga de polissorbatos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] O polissorbato 20 (PS20) € um tensoativo comumente usa-

do em formulagdes de polipeptideos para proteger o produto de danos
fisicos durante o processamento e armazenamento (Kerwin, B., 2007,
J. Pharm. Sci. 97 (8): 2924-2935). Devido a sua importancia para a es-
tabilidade do produto, o PS20 deve ser quantificado com precisdo no
sistema de controle de cada produto. O PS20 pode ser quantificado
por ensaio espectrofotométrico, ensaio de micela fluorescente, ou De-
tector de Espalhamento de Luz Evaporativo por Cromatografia Liquida
de Alto desempenho (HPLC-ELSD) (vide, por exemplo, Kim, J. e Qiu, J.,
Analytica chimica acta 806: 144-151, 2014; Hewitt et al., Journal of
Chromatography A, 1215 (1): 156-160, 2008).

[004] O ensaio do detector de espalhamento de luz evaporativo
(ELSD) é preferido como ensaio do sistema de controle porque, em re-
lacdo ao ensaio de micelas fluorescentes, ndo requer tempos de con-
dicionamento longos. O método ELSD também pode evitar a necessi-
dade de usar o mesmo lote de polissorbato para a preparacao da cur-

va padrao conforme foi usada na producao. Além disso, o ensaio de
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micela fluorescente é suscetivel a interferéncia ndo especifica da pro-
teina, particularmente para proteinas hidrofébicas e conjugados de an-
ticorpo e farmaco (ADCs). O farmaco ligante veMMAE de ADCs intro-
duz hidrofobicidade adicional a proteina, o que pode levar ao aumento
da interferéncia de proteinas ao quantificar o PS20. Em alguns casos,
esta interferéncia de proteina ndo especifica pode ser mitigada usando
o ensaio de HPLC-ELSD.

[005] Embora o ensaio HPLC-ELSD possa reduzir o grau de in-
terferéncia de proteinas, essa interferéncia ndo é completamente eli-
minada. A questdo da interferéncia de proteinas torna-se particular-
mente problematica em baixas concentracdes de polissorbato e com
mais proteinas hidrofobicas e/ou concentradas. Além disso, o efeito da
interferéncia da proteina é altamente dependente do lote de resina do
cartucho usado. As estratégias para mitigar esses problemas incluem
a) adicdo padrao de PS20 para diluir a interferéncia de proteina sem
diminuir a resposta do PS20, e b) remocao da proteina da amostra por
precipitacao de proteina.

[006] A abordagem de adi¢cdo padrao implica a diluigdo de uma
amostra com uma solugao mae de PS20 na concentragao alvo da for-
mulacao. Esta preparacido de amostra dilui a concentracdo de proteina
enquanto mantém uma concentracao de PS20 aproximadamente inal-
terada. A quantidade de PS20 adicionada a amostra é entao subtraida
durante a analise de dados. Uma vez que a relacdo entre a resposta
do ELSD e a massa analisada no detector segue uma lei de poténcia,
a adicao no PS20 diminui desproporcionalmente de acordo com a con-
tribuicdo da proteina para o sinal do ELSD. A abordagem de adigéo
padrao foi mostrada para aprimorar a precisdo da quantificacdo de
PS20 em alguns casos, mas nos casos em que esta ndo é uma solu-
¢ao viavel, a precipitagcao de proteina deve ser usada. Embora seja

eficaz na remogéo da interferéncia de proteinas, o método de precipi-
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tacdo HPLC-ELSD n&o é ideal devido ao tempo de preparacao da
amostra durante a noite, grandes volumes de amostra e variabilidade
da preparacao da amostra. Pelo contrario, a remog¢ao de proteina usa
as mesmas condi¢gbes de HPLC-ELSD, mas sem procedimentos signi-
ficativos de preparacdo de amostras. O que € necessario € uma solu-
cao mais robusta para eliminar a interferéncia de proteinas e produzir
quantificacdo de PS20 consistente em todas as condi¢cbes de croma-
tografia.

[007] Todas as referéncias citadas neste documento, incluindo
pedidos de patente e publicagdes séo incorporadas por referéncia em
sua totalidade.

BREVE SUMARIO

[008] Em alguns aspectos, a invencado fornece um método para

quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢do compreen-
dendo o tensoativo nao ibnico e um polipeptideo, em que a interferén-
cia entre o tensoativo nao iénico e o polipeptideo durante a quantifica-
cao é reduzida, em que o método compreende as etapas de a) aplicar
a composicao a um material de cromatografia por troca aniénica de
modo misto, em que a composicédo é carregada no material de croma-
tografia em uma solugdo compreendendo uma fase movel A e uma fa-
se moével B, em que a fase movel A compreende acido em agua e a
fase movel B compreende acido em metanol, em que o polipeptideo se
liga ao material de cromatografia especificamente e ndo especifica-
mente b) eluir o polipeptideo especificamente ligado a partir do materi-
al de cromatografia por troca aniénica de modo misto com uma solu-
cdo compreendendo a fase mével A e a fase mével B, em que a razédo
da fase mével B para a fase mével A é aumentada em comparagao
com a etapa a); c) eluir o tensoativo n&o idnico e o polipeptideo ligado
nao especificamente a partir do material de cromatografia com uma so-

lugdo compreendendo a fase movel A e a fase mével B, em que a ra-
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zao da fase mével B para a fase movel A é aumentada em compara-
¢do com a etapa c); d) quantificar o tensoativo n&o iénico, em que a in-
terferéncia entre o tensoativo ndo idnico e o polipeptideo durante a
quantificagdo seja reduzida. Em algumas modalidades, a razao da fase
movel B para a fase movel A na etapa a) é de cerca de 10:90. Em al-
gumas modalidades, a razdo da fase movel B para a fase mével A é
aumentada para cerca de 40:60 na etapa b). Em algumas modalida-
des, a razdo da fase moével B para a fase movel A € aumentada para
cerca de 100:0 na etapa c). Em algumas modalidades, a fase mével A
compreende cerca de 2% de acido em agua. Em algumas modalida-
des, a fase movel B compreende cerca de 2% de acido em metanol.
Em algumas modalidades, o acido € acido formico. Em algumas moda-
lidades, o acido € acido acético. Em algumas modalidades, o caudal
da cromatografia € de cerca de 1,25 mL/minuto. Em algumas modali-
dades, a etapa b) comeca cerca de 1 min apos a cromatografia ser ini-
ciada e termina cerca de 3,4 min apds a cromatografia ser iniciada. Em
algumas modalidades, a etapa c) comeca cerca de 3,5 min apods a
cromatografia ser iniciada e termina cerca de 4,6 min ap6s a cromato-
grafia ser iniciada. Em algumas modalidades, o tensoativo nao iénico é
poloxamero (P188) ou um polissorbato. Em certas modalidades, o po-
lissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalida-
des, a concentracido de tensoativos nao iGnicos na composicao esta
na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v). Em algumas modalidades,
a concentracédo de proteina na composicao € de cerca de 1 mg/mL a
cerca de 250 mg/mL. Em algumas modalidades, a formulagdo tem um
pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5. Em algumas modalidades, a com-
posicdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes selecio-
nados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tampao,
um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a

composicdo € uma formulacdo farmacéutica adequada para adminis-
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tracao a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um po-
lipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, o polipeptideo tera-
péutico € uma proteina de fusao, um anticorpo policlonal, um anticorpo
monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano, um an-
ticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-
manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um con-
jugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um conjugado de
THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca aniénica de modo misto compreende um polimero de
troca anidnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
uma por¢ao de amina quaternaria. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca anidénica de modo misto esta contido em uma coluna.
Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca anio-
nica de modo misto € um material de cromatografia liquida de alto de-
sempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca aniénica de modo misto € um material de cromatogra-
fia Oasis® MAX. Em algumas modalidades, o detergente ndo i6nico é
quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar
um Detector de Aerossol Carregado (CAD).

[009] Em alguns aspectos, a invengcao fornece um método para
quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢ado compreen-
dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca catiébnica de modo misto, em que a composi-
cdo é carregada no material de cromatografia em uma solugido com-
preendendo uma fase mével A e uma fase movel B, em que a fase

movel A compreende hidroxido de amonio em agua e a fase movel B
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compreende hidréxido de aménio em um solvente organico; b) eluir o
polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca catidnica
de modo misto com uma solu¢do compreendendo a fase movel A e a
fase mével B, em que a razdo da fase mével B para a fase movel A é
aumentada em comparagdo com a etapa a); c¢) eluir o tensoativo ndo
ibnico a partir do material de cromatografia com uma solugdo compre-
endendo a fase mével A e a fase mével B, em que a razdo da fase
movel B para a fase movel A é aumentada em comparagao com a eta-
pa c); d) quantificar o tensoativo ndo idénico. Em algumas modalida-
des, o solvente organico da fase movel B € metanol. Em algumas mo-
dalidades, a razdo da fase movel B para a fase mével A na etapa a) é
de cerca de 10:90. Em algumas modalidades, a razdo da fase movel
B para a fase movel A é aumentada para cerca de 45:55 na etapa b).
Em algumas modalidades, a razdo da fase movel B para a fase movel
A é aumentada para cerca de 100:0 na etapa c). Em algumas modali-
dades, a fase movel A compreende cerca de 2% de hidroxido de amé-
nio em agua. Em algumas modalidades, a fase movel B compreende
cerca de 2% de hidroxido de aménio em metanol. Em algumas modali-
dades, o caudal da cromatografia € de cerca de 1,4 mL/minuto. Em al-
gumas modalidades, a etapa b) comeca cerca de 1 min apds a croma-
tografia ser iniciada e termina cerca de 4,4 min apds a cromatografia
ser iniciada. Em algumas modalidades, a etapa c) comega cerca de
4,5 min apds a cromatografia ser iniciada e termina cerca de 7,6 min
apds a cromatografia ser iniciada. Em algumas modalidades, o tensoa-
tivo ndo iénico € um polissorbato. Em certas modalidades, o polissor-
bato é polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a
concentracao de polissorbato na composigcao esta na faixa de cerca de
0,001% a 1,0% (p/v). Em algumas modalidades, o solvente organico
da fase moével B é acetonitrila. Em algumas modalidades, a razdo da

fase moével B para a fase mével A na etapa a) € de cerca de 10:90.
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Em algumas modalidades, a razdo da fase movel B para a fase mével
A é aumentada para cerca de 40:60 na etapa b). Em algumas modali-
dades, a razao da fase mével B para a fase moével A é aumentada para
100:0 na etapa c). Em algumas modalidades, a fase mével A compre-
ende cerca de 2% de hidréxido de amdnio em agua ou em 43% de
metanol. Em algumas modalidades, a fase moével B compreende cerca
de 2% de hidroxido de ambnio em acetonitrila. Em algumas modalida-
des, o tensoativo nio idnico € um poloxamero. Em algumas modalida-
des, o poloxamero € um poloxamero P188. Em algumas modalidades,
a concentragcdo de poloxamero na composicao esta na faixa de cerca
de 0,001% a 1,0% (p/v). Em algumas modalidades, a composicao
compreende adicionalmente N-acetil triptofano e/ou metionina. Em al-
gumas modalidades, a concentragao de N-acetil triptofano na compo-
si¢do varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM. Em algumas moda-
lidades, a concentracao de metionina na composicao varia de cerca de
0,1 mM a cerca de 100 mM. Em algumas modalidades, a concentracao
de polipeptideos na composicdo € de cerca de 1 mg/mL a cerca de
250 mg/mL. Em algumas modalidades, a formulagdo tem um pH de
cerca de 4,5 a cerca de 7,5. Em algumas modalidades, a composig¢ao
compreende adicionalmente um ou mais excipientes selecionados
dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tampao, um ten-
soativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a com-
posicao € uma formulacdo farmacéutica adequada para administracao
a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um polipepti-
deo terapéutico. Em algumas modalidades, o polipeptideo terapéutico
€ uma proteina de fusdo, um anticorpo policlonal, um anticorpo mono-
clonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo
quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-
manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um con-

jugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de THI-
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OMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca catibnica de modo misto compreende um polimero de
troca catibnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca catibnica de modo misto compreende
uma fragdo de acido sulfénico. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca catidbnica de modo misto compreende um
suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca catiénica de modo misto esta contido em uma coluna. Em al-
gumas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de
modo misto € um material de cromatografia liquida de alto desempe-
nho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca catidnica € um material de cromatografia Oasis® MCX. Em
algumas modalidades, o detergente ndo ibnico € quantificado por Es-
palhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um Detector de Ae-
rossol Carregado (CAD).

BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

[0010] A FIG. 1 € uma sobreposicdo de A1 ADC livre de PS20 e

um padrédo de PS20 de 0,6 mg/ml usando o gradiente de multiplas

etapas para aumentar 5% de metanol. O solvente de eluigdo contém
2% de acido férmico.

[0011] A FIG. 2 mostra a comparacédo de uma experiéncia de gra-
diente de varias etapas de metanol e uma experiéncia de gradiente de
uma etapa de isopropanol (ambos contendo 2% de acido férmico) em
cartuchos diferentes. Para cada sobreposicdo, ha A1 ADC livre de
PS20 em um primeiro cartucho (trago 1), A1 ADC livre de PS20 em um
segundo cartucho (trago 2) e no padrao de PS20 (traco 3).

[0012] A FIG. 3 mostra resultados do projeto de otimizagdo do mé-
todo experimental. As linhas solidas mostram a direcionalidade de
acordo com o modelo estatistico que o software JMP10 ajusta aos da-

dos. As linhas pontilhadas que delimitam cada linha sdlida indicam erro
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associado ao ajuste. Os declives das linhas indicam o efeito que cada
fator teve na area de pico de PS20 e largura de pico de PS20.

[0013] A FIG. 4 mostra uma comparagao dos cromatogramas do
método de PS20 a partir da otimizacdo do método DoE com uma lava-
gem de 40% de MeOH e com lavagem de 50% de MeOH. Para estes
experimentos, a vazéo foi 1,25 mC/min, 12 ug de PS20 foram carrega-
dos e a duragao da lavagem foi de 3 minutos.

[0014] A FIG. 5 mostra A10 ADC de 10 mg/ml livre de PS20 e pa-
drao de PS20 de 0,6 mg/ml com 0,2% de acido trifluoroacético na fase
movel.

[0015] A FIG. 6 mostra A1 ADC de 20 mg/ml livre de PS20 e pa-
dréo de PS20 de 0,6 mg/ml com 2% de acido formico na fase movel.
[0016] A FIG. 7 mostra A1 ADC de 20 mg/ml livre de PS20 e 0,7
mg/ml de padrdo de PS20 com 2% de acido acético na fase movel.
[0017] A FIG. 8 mostra uma comparacgao entre as fases moébveis
contendo acido féormico e acido acético usando as seguintes amostras:
agua (traco 1), A1 ADC livre de PS20, 20 mg/ml (trago 2) e 0,2 mg/ml
de PS20 marcado em A1 ADC, 20 mg/ml (traco 3).

[0018] A FIG. 9 mostra varios perfis da volta padrdo de PS20 em
cartuchos OASIS® MAX diferentes usando eluicdo com metanol/acido
aceético. Perfil tipico (tragco 1), pico com alargamento (traco 2), pico
mostrando separacao (trago 3) e pico com alargamento leve (traco 4).
Esta variabilidade no perfil ndo afeta a quantificacdo dos padrdes, con-
troles ou amostras de proteina.

[0019] A FIG. 10 mostra o método de MeOH/acido acético. Inje-
¢bes comuns de 20 ul de agua (trago 1), tampéao de formulacdo de A1
ADC livre de PS20 (trago 2), A1 ADC livre de PS20 (traco 3) e o pa-
drédo mais baixo de PS20 a 0,1 mg/mL (trago 4).

[0020] As FIGS. 11A e 11B mostram a avaliagcao de A16/A17 livre
de PS20 usando o Método 1 do Exemplo 1. A FIG. 1A mostra ELSD e
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A FIG. 1B mostra UV (280 nm). Agua (traco 1), tampao de formulacéo
de A16/A17 livre de PS20 (trago 2) e proteina A16/A17 livre de PS20
(trago 3) foram avaliados usando o Método 1 do Exemplo 1.

[0021] As FIGS.12A e 12B mostram cromatogramas de ELSD de
componentes de tampéo de A16/A17 diferentes usando o método do
Exemplo 1. A FIG. 12A mostra tampdes com NAT: 20 mM de histidina-
HCI, TmM de NAT, 5 mM de metionina, 240 mM de sacarose (traco 1);
20 mM de histidina-HCI, 1 mM de NAT, 240 mM de sacarose (trago 2);
20 mM de histidina-HCI, 5 mM de NAT (traco 3). A FIG. 12B mostra tam-
pdes sem NAT: 20 mM de histidina-HCI, 5 mM de metionina, 240 mM de
sacarose (trago 1); 20 mM de histidina-HCI, 25 mM de metionina (trago
2); 20 mM de histidina-HCI (traco 3). Injecdes de tampao de 50 L.

[0022] As FIGS.13A e 13B mostram cromatogramas ELSD de
componentes de tampéao diferentes usando um modo modificado (car-
tucho MCX e hidréxido de aménio na fase movel). A FIG. 13A mostra
tampdes com NAT: 20 mM de histidina-HCI, 1mM de NAT, 5 mM de
metionina, 240 mM de sacarose (trago 1); 20 mM de histidina-HCI, 1
mM de NAT, 240 mM de sacarose (trago 2); 20 mM de histidina-HCI, 5
mM de NAT (traco 3); e proteina livre de PS20 com NAT (traco 4). A
FIG. 13B mostra tampdes sem NAT: 20 mM de histidina-HCI, 5 mM de
metionina, 240 mM de sacarose (traco 1); 20 mM de histidina-HCI, 25
mM de metionina (trago 2); 20 mM de histidina-HCI (traco 3). Injecdes
de 50 pL.

[0023] As FIGS.14A e 14B mostram a avaliagdo da proteina
A16/A17 livre de PS20 com 0,15-1,50% de aditivo de hidroxido de
amoénio na fase movel. A FIG. 14A mostra cromatogramas ELSD. A
FIG. 14B mostra cromatogramas UV (280 nm). Injecdo de 50 uL de
proteina A16/A17 livre de PS20 com 0,15, 0,29, 0,73 e 1,5% de hidro-
xido de amoénio na fase mével (tracos 1, 2, 3 e 4, respectivamente) e

tampao de formulagdo A16/A17 livre de PS20 hidréoxido de amoénio a
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1,5% (traco 5).

[0024] As FIGS.15A e 15B mostram a avaliagao de 20-60% da fa-
se de lavagem B da fase movel. A FIG. 15A mostra cromatogramas
ELSD. A FIG. 15B mostra cromatogramas UV (280 nm). Injecédo de 15
ML de proteina A16/A17 livre de PS20. 20, 30, 40, 50 e 60% da fase
movel B (etapa de lavagem), mostrada como tragos 1, 2, 3, 4 e 5, res-
pectivamente.

[0025] A FIG. 16 mostra a avaliagdo dos tempos de lavagem e vo-
lumes de injec&o para proteina A16/A17 livre de PS20 por cromatogra-
fia ELSD. Injecdo de 25 pyL de amostra A16/A17 livre de PS20: etapa
de lavagem de 3,4 minutos (traco 1). Injecdo de 50 pyL de amostra
A16/A17 livre de PS20: etapa de lavagem de 3,4 minutos (traco 2) e
etapa de lavagem de 2,4 minutos (traco 3).

[0026] As FIGS.17A e 17B mostram a avaliagdo de vazdes dife-
rentes para A18/A19 livre de PS20. A FIG. 17A mostra cromatogramas
ELSD. A FIG. 17B mostra cromatogramas UV (280 nm). 25 uL de
A18/A19 livre de PS20 (150 mg/mL) com vazdes diferentes: 1,6, 1,4,
1,25, 1,0 e 0,8 mL/min, correspondendo aos tragos 1, 2, 3, 4 e 5, res-
pectivamente.

[0027] A FIG. 18 mostra a avaliagao de tempos de elui¢ao diferen-
tes para PS20 em agua por cromatografia ELSD. Injecao de 50 pL de
0,1 mg/mL de PS20 em agua, 3,1 minutos de elui¢do (tragco 1) ou 1,1
minutos de eluicdo (traco 2).

[0028] A FIG. 19 mostra a avaliagdo do método finalizado 2 por
cromatografia ELSD. Inje¢cdo de 25 pL de agua (tragco 1), 150 mg/mL
de A18/A19 livre de PS20 (trago 2), 0,2 mg/mL de PS20 adicionado em
agua (traco 3) e 0,2 mg/mL de PS20 adicionado em A18/A19 (traco 4)
usando os parametros finalizados para o Método 2.

[0029] As FIGS. 20A-20F mostram a avaliacdo da especificidade
para trés produtos diferentes. As FIGS. 20A (A18/A19), 20C (A16/A17)
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e 20E (A14/A20) mostram cromatogramas ELSD. As FIGS. 20B
(A18/A19), 20D (A16/A17) e 20F (A14/A20) mostram cromatogramas
UV (280 nm). Formulacio livre de PS20 (traco 1), proteina livre de
PS20 (trago 2) e PS20 0,1 mg/mL em agua (trago 3).

[0030] A FIG. 21 mostra a avaliagdo da variabilidade de cartucho
para cartucho usando PS20 misturada com agua ou A18/A19 livre de
PS20 por cromatografia ELSD. Cartucho 2, 0,1 mg/mL de PS20 adici-
onado em A18/A19 livre de PS20 (traco 1); Cartucho 6, 0,1 mg/mL de
PS20 adicionado em A18/A19 livre de PS20 (trago 2); cartucho 2, 0,2
mg/mL de PS20 adicionado em agua (trago 3); e cartucho 6, 0,2
mg/mL de PS20 adicionado em agua (traco 4).

[0031] A FIG. 22 mostra a avaliagao da variabilidade de cartucho
para cartucho usando PS20 adicionado em agua ou A18/A19 livre de
PS20 por cromatografia ELSD. Cartucho 4, 0,2 mg/mL de PS20 adici-
onado em A18/A19 livre de PS20 (trago 1); Cartucho 6, 0,2 mg/mL de
PS20 adicionado em A18/A19 livre de PS20 (trago 2); cartucho 4, 0,2
mg/mL de PS20 adicionado em agua (trago 3); e cartucho 6, 0,2
mg/mL de PS20 adicionado em agua (traco 4).

[0032] A FIG. 23 mostra cromatogramas ELSD para amostras de
controle usadas em uma sequéncia incluindo 100 injecdes de A18/A19
em um unico cartucho. Sobreposi¢cao de 11 amostras de controle inje-
tadas ao longo da sequéncia.

[0033] A FIG. 24 mostra cromatogramas ELSD para amostras de
A18/A19 usadas em uma sequéncia incluindo 100 injecbes de
A18/A19 em um unico cartucho. Sobreposicdo de 100 inje¢cdes de
amostras de A18/A19 em toda a sequéncia.

[0034] As FIGS. 25A e 25B mostram cromatogramas da 12, 502 e
1002 injegdes de proteina de uma sequéncia incluindo 100 inje¢bes de
A18/A19 em um unico cartucho.

[0035] As FIGS. 26A e 26B mostram os resultados de quantifica-
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¢ao de 100 injecbes de amostra A18/A19 (nominal 0,2 mg/mL de
PS20) usando o cartucho 4. A FIG. 26A mostra a area de PS20 vs
numero de inje¢cdes. A FIG. 26B mostra a concentragdo de PS20 vs
numero de injecodes.

[0036] As FIGS. 27A e 27B mostram os resultados de quantifica-
¢ao de 100 inje¢cdes de tampao de formulacdo de A18/A19 (nominal
0,2 mg/mL de PS20) usando o cartucho 5. A FIG. 27A mostra a area
de PS20 vs numero de inje¢des. A FIG. 27B mostra a concentragao de
PS20 vs numero de injegdes.

[0037] As FIGS. 28A e 28B mostram os resultados de quantifica-
¢ao de 100 inje¢des de 0,2 mg/mL de PS20 misturado em agua usan-
do o cartucho 3. A FIG. 28A mostra a area de PS20 vs numero de inje-
¢bes. A FIG. 28B mostra a concentragdo de PS20 vs numero de inje-
coes.

[0038] As FIGS. 29A-29F mostram a avaliagao de trés produtos de
baixo indice de imunidade usando o Método 1 e o Método 2 por cro-
matografia ELSD. As FIGS. 29A, 29C e 29E mostram cromatogramas
para o Método 1 com A21, A14/A15 e A14, respectivamente. As FIGS.
29B, 29D e 29F mostram cromatogramas para o Método 2 com A21,
A14/A15 e A14, respectivamente.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0039] A invencao fornece métodos para quantificacdo de um ten-

soativo ndo ibnico em uma composigdo que compreende um polipepti-
deo e o tensoativo ndo idnico, em que a quantificagdo apresenta inter-
feréncia reduzida entre o tensoativo n&o idbnico e o polipeptideo. Séo
também fornecidos métodos em que a composic¢ao inclui ainda N-acetil
triptofano, e a quantificagcdo apresenta uma interferéncia reduzida en-
tre o tensoativo n&o iénico, o polipeptideo e o N-acetil-triptofano.
Definicbes

[0040] O termo "polipeptideo" ou "proteina" s&o usados intercam-
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biavelmente neste documento para se referir aos polimeros de amino-
acidos de qualquer comprimento. O polimero pode ser linear ou ramifi-
cado, pode compreender aminoacidos modificados, e pode ser inter-
rompido por ndo aminoacidos. Os termos também englobam um poli-
mero de aminoacido que tenha sido modificado naturalmente ou por in-
tervencéao; por exemplo, pela formagao da ligagao de dissulfeto, glico-
silacdo, lipidacao, acetilacao, fosforilagdo ou qualquer outra manipula-
¢ao ou modificagdo, como conjugagdo com um componente de marca-
¢ao ou toxina. Estdo também incluidos na definigdo, por exemplo, poli-
peptideos contendo um ou mais analogos de um aminoacido (incluin-
do, por exemplo, aminoacidos ndo naturais, efc.), bem como outras
modificagdes conhecidas na técnica. Os termos "polipeptideo” e "pro-
teina", conforme usados neste documento, englobam especificamente
anticorpos.

[0041] Polipeptideo "purificado" (por exemplo, anticorpo ou imu-
noadesina) significa que o polipeptideo foi aumentado em pureza, de
modo que existe em uma forma que é mais pura do que existe no seu
ambiente natural e/ou quando inicialmente sintetizado e/ou amplificado
em condi¢cdes laboratoriais. A pureza é um termo relativo e nao signifi-
ca necessariamente pureza absoluta.

[0042] O termo "antagonista" € usado no sentido lato e inclui qual-
quer molécula que total ou parcialmente bloqueia, inibe ou neutraliza
uma atividade biolégica de um polipeptideo nativo. De modo seme-
Ihante, o termo "agonista" é usado em sentido mais amplo e inclui
qualquer molécula que imita uma atividade biolégica de um polipepti-
deo nativo. Moléculas de agonistas ou antagonistas adequadas espe-
cificamente incluem anticorpos agonistas ou antagonistas ou fragmen-
tos de anticorpos, fragmentos ou variantes da sequéncia de aminoaci-
dos do polipeptideos nativos, etc. Métodos para a identificacdo dos an-

tagonistas ou agonistas de um polipeptideo podem compreender o
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contato com um polipeptideo com uma molécula de um agonista ou
antagonista do candidato e medi¢cao de uma alteracdo detectavel em
uma ou mais atividades biolégicas normalmente associadas ao poli-
peptideo.

[0043] Um polipeptideo "que se liga" a um antigeno de interesse,
por exemplo um alvo de antigeno de polipeptideo associado a tumor, é
aquele que se liga ao antigeno com suficiente afinidade, de tal modo
que o polipeptideo é util como um agente de diagndstico e/ou terapéu-
tico para direcionar uma célula ou tecido que expressa o antigeno e
que nao reage significativamente de forma cruzada com outros poli-
peptideos. Em tais modalidades, a extensao da ligagado do polipepti-
deo a um polipeptideo "ndo alvo" sera inferior a cerca de 10% da liga-
cao do polipeptideo ao seu polipeptideo alvo particular, tal como de-
terminado pela analise de classificacdo de células ativadas por fluo-
rescéncia (FACS) ou por radioimunoprecipitagdo (RIA).

[0044] No que diz respeito a ligacdo de um anticorpo para uma
molécula alvo, o termo "ligac&o especifica" ou "liga-se especificamente
a" ou é "especifico para" um polipeptideo particular ou um epitopo em
um polipeptideo alvo particular, significa que a ligagdo que € mensura-
velmente diferente de uma interagdo nao especifica. Ligagao especifi-
ca pode ser medida, por exemplo, por meio da determinagao da liga-
¢ao de uma molécula em comparagéo com a ligacado de uma molécula
de controle, a qual geralmente € uma molécula de estrutura semelhan-
te que ndo tem atividade de ligagao. Por exemplo, a ligacédo especifica
pode ser determinada por competicdo com uma molécula de controle
que € semelhante ao alvo, por exemplo, um excesso de alvo ndo mar-
cado. Nesse caso, a ligagao especifica é indicada se a ligagao do alvo
marcado a uma sonda € inibida competitivamente pelo excesso de al-
vo nao marcado.

[0045] O termo "anticorpo”, € usado neste documento no sentido
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mais amplo e abrange especificamente anticorpos intactos monoclo-
nais, anticorpos policlonais, anticorpos multiespecificos (por exemplo,
anticorpos biespecificos) formados a partir de pelo menos dois anticor-
pos intactos, e fragmentos de anticorpos, desde que exibam a deseja-
da atividade biologica. O termo "imunoglobulina" (Ig) € usado inter-
cambiavelmente com anticorpo neste documento.

[0046] Os anticorpos sao moléculas de imunoglobulina de ocor-
réncia natural que possuem estruturas variaveis, todas baseadas na
dobra de imunoglobulina. Por exemplo, os anticorpos IgG possuem
duas cadeias "pesadas" e duas cadeias "leves" que sao ligadas por
dissulfeto para formar um anticorpo funcional. Cada cadeia pesada e
leve em si compreende uma regiao "constante" (C) e uma regido "vari-
avel" (V). As regides V determinam a especificidade da ligacdo ao an-
tigeno do anticorpo, enquanto as regides C provém suporte estrutural
e funcionam em interagdes nao especificas de antigenos com efetores
imunes. A especificidade de ligacdo ao antigeno de um anticorpo ou
fragmento de ligagdo ao antigeno de um anticorpo € a capacidade de
um anticorpo de se ligar especificamente a um antigeno particular.
[0047] A especificidade de ligacdo ao antigeno de um anticorpo é
determinada pelas caracteristicas estruturais da regiao V. A variabili-
dade néo é distribuida uniformemente em toda a extensdo do aminoa-
cido 110 dos dominios variaveis. Em vez disso, as regides V consistem
em trechos relativamente invariaveis chamados regides de framework
(FRs) de 15-30 aminoacidos separados por regides mais curtas de ex-
trema variabilidade chamadas de "regiées hipervariaveis" (HVRs) que
tém, cada uma, de 9-12 aminoacidos longos. Os dominios variaveis de
cadeias leves e pesadas nativas, cada um, compreendem quatro FRs,
amplamente adotando uma configuracdo B-folha, conectada por trés
regides hipervariaveis, que formam conexdo em algas e, em alguns

casos, formando parte da estrutura B-folha. As regides hipervariaveis
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em cada cadeia sao mantidas juntas em proximidade estreita por FRs
e, com as regides hipervariaveis da outra cadeia, contribuem para a
formacao do sitio de ligacdo de antigeno de anticorpos (vide Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5 Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). Os
dominios constantes nao estao envolvidos diretamente na ligagao de
um anticorpo a um antigeno, mas exibem varias fung¢des efetoras, tais
como participacao do anticorpo na citoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCC).

[0048] Cada regiao V compreende tipicamente trés HVRs, por
exemplo, regides determinantes de complementariedade ("CDRs", ca-
da uma das quais contém uma "alga hipervariavel") e quatro regides
de framework. Um local de ligagdo do anticorpo, a unidade estrutural
minima necessaria para se ligar com uma afinidade substancial a um
antigeno desejado particular, ira, portanto, incluir tipicamente as trés
CDRs, e pelo menos trés, preferencialmente quatro, regides de fra-
mework intercaladas entre elas para manter e apresentar as CDR na
conformacao apropriada. Os anticorpos classicos de quatro cadeias
tém locais de ligacdo ao antigeno que sao definidos por dominios Vx €
VL em cooperagdo. Certos anticorpos, como os anticorpos de camelo e
tubardo, carecem de cadeias leves e dependem de sitios de ligacéo
formados apenas por cadeias pesadas. As imunoglobulinas modifica-
das de dominio unico podem ser preparadas naqueles sitios de liga-
¢ao que sao formados apenas por cadeias pesadas ou cadeias leves,
na auséncia de cooperacgao entre Vy e VL.

[0049] O termo "variavel" se refere ao fato de que certas porgdes
dos dominios variaveis diferem extensivamente na sequéncia entre os
anticorpos e sédo usadas na ligagao e especificidade de cada anticorpo
em particular ao seu antigeno especifico. No entanto, a variabilidade

nao esta uniformemente distribuida ao longo dos dominios variaveis
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dos anticorpos. Esta concentrada em trés segmentos denominados re-
gides hipervariaveis, tanto nos dominios variaveis da cadeia leve como
nos dominios variaveis da cadeia pesada. As por¢cdes mais altamente
conservadas dos dominios variaveis sao denominadas as regides de
framework (FRs). Os dominios variaveis de cadeias leves e pesadas
nativas, cada um, compreendem quatro FRs, amplamente adotando
uma configuracdo B-folha, conectada por trés regides hipervariaveis,
que formam conexao em algas e, em alguns casos, formando parte da
estrutura B-folha. As regides hipervariaveis em cada cadeia sdo manti-
das juntas em proximidade estreita por FRs e, com as regides hiperva-
riaveis da outra cadeia, contribuem para a formagéo do sitio de ligagao
de antigeno de anticorpos (vide Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, MD. (1991)). Os dominios constantes n&o estao
envolvidos diretamente na ligagdo de um anticorpo a um antigeno,
mas exibem varias fungdes efetoras, tais como participagdo do anti-
corpo na citoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC).

[0050] O termo "regiao hipervariavel" (HVR), quando usado neste
documento, diz respeito aos residuos de aminoacido de um anticorpo
que sao responsaveis pela ligagao ao antigeno. A regiao hipervariavel
pode compreender residuos de aminoacidos a partir de uma "regiao
determinante de complementariedade" ou "CDR" (por exemplo, em
torno de cerca de 24-34 (L1), 50-56 (L2) e 89-97 (L3) residuos na Vi, e
em torno de cerca de 31-35B (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (H3) na VH
(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)) e/ou aqueles residuos de uma "alga hipervariavel" (por exem-
plo residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) e 91-96 (L3) na V., e 26-32 (H1),
52A-55 (H2) e 96-101 (H3) na Vu (Chothia and Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)).
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[0051] Residuos de "framework" ou "FR" sdo aqueles residuos de
dominio variavel que nao sao os residuos de regido hipervariavel como
definidos neste documento.

[0052] Os "fragmentos de anticorpo” compreende uma porgao de
um anticorpo intacto, preferencialmente compreendendo a regido de
ligacdo ao antigeno do mesmo. Exemplos de fragmentos de anticorpos
incluem Fab, Fab', F(ab'),, e fragmentos de Fv; diacorpos ("diabodi-
es"); anticorpos tandem (por exemplo, vide a Patente U.S. n.
5,641,870, Exemplo 2; Zapata et al., Protein Eng. 8 (10): 1057-1062
(1995)); anticorpos de um brago, anticorpos de dominio variavel unico,
minicorpos, moléculas de anticorpos de cadeia unica; anticorpos multi-
especificos formados a partir de fragmentos de anticorpo (por exem-
plo, incluindo, mas nao limitado a, Db-Fc, taDb-Fc, taDb-CH3, (scFV)4-
Fc, di-scFv, bi-scFv ou tandem (di, tri)-scFv); e acopladores bi-
especificos de células T (BIiTEs).

[0053] A digestéo por papaina de anticorpos produz dois fragmen-
tos de ligagdo ao antigeno idénticos, chamados fragmentos "Fab", ca-
da um com um unico sitio de ligagao a antigeno, e um fragmento "Fc"
residual, cujo nome reflete sua habilidade de cristalizar rapidamente.
Tratamento com pepsina rende um fragmento F(ab'). que possui dois
sitios de ligagao ao antigeno e € capaz, ainda, de reticular antigenos.
[0054] "Fv" é o fragmento de anticorpo minimo que contém um si-
tio completo de ligagdo ao antigeno e de reconhecimento ao antigeno.
Esta regido consiste em um dimero de um dominio variavel de cadeia
leve e um de cadeia pesada em associacdo estreita, ndo covalente. E
nesta configuracdo que as trés regides hipervariaveis de cada dominio
variavel interagem para definir um sitio de ligagdo ao antigeno na su-
perficie do dimero Vu-VL. Coletivamente, as seis regides hipervariavel
conferem especificidade de ligacdo de antigeno ao anticorpo. Entre-

tanto, mesmo um dominio variavel unico (ou metade de um Fv com-
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preendendo somente trés regides hipervariaveis especificas para um
antigeno) tem a capacidade para reconhecer e ligar antigeno, embora
em uma afinidade inferior ao local de ligagao inteiro.

[0055] O fragmento Fab também contém o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante (CH1) da cadeia pesada.
Os fragmentos Fab' diferem dos fragmentos Fab pela adigcdo de pou-
cos residuos no terminal carboxi do dominio CH1 de cadeia pesada in-
cluindo uma ou mais cisteinas da regidao de articulagédo de anticorpo.
Fab'-SH é a designacao neste documento para Fab' no qual o(s) resi-
duo(s) de cisteina dos dominios constantes carregam pelo menos um
grupo tiol livre. Fragmentos de anticorpo F(ab')> originalmente foram
produzidos como pares de fragmentos Fab', os quais tém cisteinas de
dobradica entre eles. Outros acoplamentos quimicos de fragmentos de
anticorpos também s&o conhecidos.

[0056] As "cadeias leves" de anticorpos (imunoglobulinas) de
quaisquer espécies de vertebrados podem ser atribuidas a um de dois
tipos claramente distintos, denominados capa (k) e lambda (A), com
base nas sequéncias de aminoacidos dos seus dominios constantes.
[0057] Dependendo da sequéncia de aminoacidos do dominio
constante de suas cadeias pesadas, os anticorpos podem ser atribui-
dos a diferentes classes. Existem cinco classes principais de anticor-
pos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM e varios deles podem ser dividi-
dos em "subclasses" (isotipos), por exemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4,
IgA e IgA2. Os dominios constantes de cadeia pesada que correspon-
dem a diferentes classes de anticorpos sao denominados q, 9, €, v, €
M, respectivamente. As estruturas de subunidade e as configuragdes
tridimensionais das diferentes classes de imunoglobulinas s&do bem
conhecidas.

[0058] Fragmentos de anticorpos "Fv de cadeia simples" ou "scFv"

compreendem os dominios Vux e VL do anticorpo, em que esses domi-
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nios estao presentes em uma unica cadeia polipeptidica. Em algumas
modalidades, o polipeptideo Fv compreende adicionalmente um ligan-
te polipeptidico entre os dominios Vu e VL que possibilita que o sFv
forme a estrutura desejada para ligagdo ao antigeno. Para uma revisao
de scFv, vide Pluckthun em The Pharmacology of Monoclonal Antibo-
dies, vol. 113, Rosenburg e Moore eds., Springer-Verlag, Nova lorque,
pp- 269-315 (1994).

[0059] O termo "diacorpos" refere-se a pequenos fragmentos de
anticorpo com dois locais de ligacdo a antigeno, cujos fragmentos
compreendem um dominio variavel da cadeia pesada (VH) conectado a
um dominio variavel da cadeia leve (VL) na mesma cadeia polipeptidi-
ca (Vu - VL). Ao usar um ligante que seja curto demais para permitir
emparelhamento entre os dois dominios na mesma cadeia, os domi-
nios sao forcados a emparelhar-se com os dominios complementares
de outra cadeia e criar dois sitios de ligagcdo ao antigeno. Diacorpos
sao descritos mais plenamente em, por exemplo, EP 404.097; WO
93/11161; e Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 90:6444-6448
(1993).

[0060] O termo "anticorpo multiespecifico" € usado no sentido
mais amplo e abrange especificamente um anticorpo que tem especifi-
cidade poliepitopica. Tais anticorpos multiespecificos incluem, mas néo
estdo limitados a, um anticorpo que compreende um dominio variavel
de cadeia pesada (VH) e um dominio variavel de cadeia leve (VL), onde
a unidade VhVL tem especificidade poliepitopica, anticorpos que tém
dois ou mais V. e V4 com cada unidade VHV. ligando-se a um epitopo
diferente, anticorpos que tém dois ou mais dominios variaveis unicos,
em que cada dominio variavel unico se liga a um epitopo diferente, an-
ticorpos de comprimento completo, fragmentos de anticorpo, tais como
Fab, Fv, dsFv, scFv, diacorpos, diacorpos biespecificos e triacorpos

("triabodies"), fragmentos de anticorpo que foram ligados de forma co-
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valente ou ndo covalente. "Especificidade poliepitopica" refere-se a
capacidade de se ligar especificamente a dois ou mais epitopos dife-
rentes nos mesmos alvos ou em alvos diferentes. "Monoespecifico" re-
fere-se a capacidade para se ligar apenas um epitopo. De acordo com
uma modalidade, o anticorpo multiespecifico € um anticorpo IgG que
se liga a cada epitopo com uma afinidade de 5 uM a 0,001 pM, 3 uM a
0,001 pM, 1 uM a 0,001 pM, 0,5 uM a 0,001 pM, ou 0,1 uM a 0,001
pM.

[0061] A expressao "anticorpos de dominio unico" (sdAbs) ou "an-
ticorpos de dominio variavel unico (SVD)" refere-se geralmente a anti-
corpos nos quais um unico dominio variavel (VH ou VL) pode conferir
ligagdo ao antigeno. Em outras palavras, o dominio variavel unico nao
precisa interagir com outro dominio variavel para reconhecer o antigeno
alvo. Exemplos de anticorpos de dominio unico incluem os derivados de
camelideos (Ihamas e camelos) e peixes cartilaginosos (por exemplo, tu-
baréo lixa) e os derivados de métodos recombinantes de humanos e an-
ticorpos de camundongo (Nature (1989) 341: 544-546; Dev Comp Immu-
nol (2006) 30: 43-56, Trend Biochem Sei (2001) 26: 230-235, Trends
Biotechnol (2003): 21: 484-490, WO 2005/035572, WO 03/035694,
Febs Lett (1994) 339: 285. -290; WO00/29004; WO 02/051870).

[0062] O termo "anticorpo monoclonal", conforme usado neste do-
cumento, se refere a um anticorpo obtido a partir de uma populacéo de
anticorpos substancialmente homogéneos, isto €, os anticorpos indivi-
duais compreendendo a populacdo sao idénticos e/ou se ligam ao
mesmo epitopo, exceto por possiveis variantes que podem surgir du-
rante a produgado do anticorpo monoclonal, tais variantes geralmente
estando presentes em quantidades menores. Em contraste com prepa-
racdes de anticorpo (policlonal), as quais tipicamente incluem diferen-
tes anticorpos direcionados contra diferentes determinantes (epitopos),

cada anticorpo monoclonal é direcionado contra um unico determinan-
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te no antigeno. Além de sua especificidade, os anticorpos monoclonais
sao vantajosos pelo fato de que eles podem ser ndo contaminados por
outras imunoglobulinas. O modificador "monoclonal" indica o carater
do anticorpo como sendo obtido de uma populagao substancialmente
homogénea de anticorpos e ndo deve ser interpretado como exigindo
a producdo do anticorpo por qualquer método em particular. Por
exemplo, os anticorpos monoclonais a serem usados de acordo com
os métodos fornecidos neste documento podem ser produzidos pelo
meétodo do hibridoma descrito pela primeira vez por Kohler et al., Natu-
re 256: 495 (1975), ou podem ser produzidos por métodos de DNA re-
combinante (vide, por exemplo, Patente U.S. N. 4.816.567). Os "anti-
corpos monoclonais" também podem ser isolados das bibliotecas de
anticorpos de fagos utilizando as técnicas descritas em Clackson et al.,
Nature 352:624-628 (1991) and Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597
(1991), por exemplo.

[0063] Os anticorpos monoclonais neste documento incluem anti-
corpos especificamente "quiméricos" (imunoglobinas), em que uma
por¢cao da cadeia leve e/ou pesada € idéntica as ou homdloga as se-
quéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma determi-
nada espécie ou pertencentes a uma classe ou subclasse de anticorpo
especifica, enquanto o restante da(s) cadeia(s) € (sao) idéntica(s) as
ou homdéloga(s) as sequéncias correspondentes em anticorpos deriva-
dos de uma outra espécie ou pertencentes de outra classe ou subclas-
se de anticorpo, bem como fragmentos de tais anticorpos, contanto
que eles exibam a atividade biolégica desejada (Patente U.S. N°
4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 81: 6851-6855
(1984)). Anticorpos quimeéricos de interesse neste documento incluem
anticorpos "primatizados" compreendendo sequéncias de ligacdo ao
antigeno de dominio variavel derivadas de um primata ndo humano

(por exemplo Macaco Velho Mundo, tal como macaco babuino, rhesus

Peticdo 870200098699, de 06/08/2020, pag. 27/266



24/251

ou cynomolgus) e sequéncias de regides constantes humanas (Pat n.
5,693,780).

[0064] As formas "humanizadas" de anticorpos ndo humanos (por
exemplo, murinos) sao anticorpos quiméricos que contém uma se-
quéncia minima derivada de imunoglobulina ndo humana. No geral, os
anticorpos humanizados sao imunoglobulinas humanas (anticorpo re-
ceptor) em que residuos de uma regiao hipervariavel do receptor sao
substituidos por residuos de uma regiao hipervariavel de uma espécie
nao humanas (anticorpo doador), tais como camundongo, rato, coelho
ou primata ndo humano, tendo a especificidade, afinidade e capacida-
de desejadas. Em alguns casos, residuos da regiao de framework (FR)
da imunoglobulina humana s&o substituidos pelos correspondentes re-
siduos nao humanos. Além disso, anticorpos humanizados podem
compreender residuos que ndo sdo encontrados no anticorpo receptor
ou no anticorpo doador. Estas modificagcdes sao feitas para adicional-
mente refinar o desempenho do anticorpo. Em geral, o anticorpo hu-
manizado compreendera substancialmente a totalidade de pelo menos
um, e tipicamente dois, dominios variaveis, em que todos, ou substan-
cialmente todos, as algas hipervariaveis correspondem as de uma
imunoglobulina ndo humana e todas, ou substancialmente todas, as
FR sdo aquelas de uma sequéncia de imunoglobulina humana, exceto
para a(s) substituicbes FR como referido acima. O anticorpo humani-
zado opcionalmente compreendera também pelo menos uma parte de
uma regiao constante de imunoglobulina, normalmente o de uma imu-
noglobulina humana. Para mais detalhes, vide Jones et al., Nature
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); e
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

[0065] Para os propositos neste documento, um "anticorpo intacto"
€ um que compreende dominios variaveis pesados e leves, bem como

uma regiao Fc. Os dominios constantes podem ser dominios constan-
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tes de sequéncia nativa (por exemplo, humano de sequéncia nativa
dominios constantes) ou aminoacidos variante de sequéncia dos
mesmos. Preferencialmente, o anticorpo intacto tem uma ou mais fun-
coes efetoras.

[0066] "Anticorpos nativos" sdo usualmente glicoproteinas hetero-
tetraméricas de cerca de 150.000 daltons, compostas por duas cadei-
as leves (L) idénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas. Cada ca-
deia leve esta ligada a uma cadeia pesada por uma ligagao dissulfeto
covalente, enquanto o numero de ligacdes dissulfeto varia entre as ca-
deias pesadas de diferentes isotipos de imunoglobulina. Cada cadeia
pesada e leve tem também pontes de dissulfeto intracadeia espacadas
regularmente. Cada cadeia pesada tem, em uma extremidade, um
dominio variavel (V1) seguido por um numero de dominios constantes.
Cada cadeia leve tem um dominio variavel em uma extremidade (VL) e
um dominio constante na sua outra extremidade; o dominio constante
da cadeia leve esta alinhado com o primeiro dominio constante da ca-
deia pesada, e o dominio variavel da cadeia leve esta alinhado com o
dominio variavel da cadeia pesada. Acredita-se que os residuos de
aminoacidos especificos formem uma interface entre os dominios vari-
aveis de cadeia leve e de cadeia pesada.

[0067] Um "anticorpo nu" € um anticorpo (conforme definido neste
documento) que nédo é conjugado com uma molécula heterdloga, tal
como uma por¢ao citotdxica ou radioativa.

[0068] Em algumas modalidades,"funcbes efetoras" do anticorpo
referem-se as atividades bioldgicas atribuiveis a regido Fc (uma regiao
Fc de sequéncia nativa ou regido Fc de sequéncia de aminoacidos va-
riante) de um anticorpo e variam com o isotipo de anticorpo. Exemplos
de fungdes efetoras de anticorpo incluem: ligagédo C1g e complemento
dependente de citotoxicidade; ligagao ao receptor de Fc; citotoxicidade

mediada por células dependentes de anticorpos (ADCC); fagocitose;
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regulagao negativa de receptores da superficie celular.

[0069] "Citotoxicidade dependente de anticorpo mediada por célu-
las" e "ADCC" referem-se a uma reacdo mediada por células na qual
células citotdéxicas nao especificas que expressam receptores de Fc
(FCcR) (por exemplo células exterminadoras naturais (NK), neutrofilos e
macrofagos) reconhecem o anticorpo ligado a uma célula alvo e sub-
sequentemente causam a lise da célula alvo. As células primarias para
mediar ADCC, células NK, expressam FcyRIIl apenas, enquanto que
mondcitos expressem FcyRI, FcyRIl e FcyRIIl. A expressdo de FCR em
células hematopoiéticas esta resumida na Tabela 3 na pagina 464 de
Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92 (1991). Para avaliar a
atividade de ADCC de uma molécula de interesse, pode ser realizado
um ensaio ADCC in vitro, tal como o descrito na Patente US n.
5,500,362 ou 5,821,337. As células efetoras uteis para tais ensaios in-
cluem células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e células
exterminadoras naturais (NK). Alternativa, ou adicionalmente, a ativi-
dade de ADCC da molécula de interesse pode ser avaliada in vivo, por
exemplo, em um modelo animal, tal como aquele divulgado em Clynes
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (EUA) 95:652-656 (1998).

[0070] "Células efetoras humanas" sédo leucdcitos que expressam
um ou mais FcR e desempenham fungdes efetoras. Em algumas mo-
dalidades, as células expressam pelo menos FcyRIll e executam a
funcéo efetora ADCC. Exemplos de leucdcitos humanos que medeiam
ADCC incluem células mononucleares de sangue periférico (PBMC),
células assassinas naturais (NK), mondcitos, células T citotdxicas e
neutrofilos; com PBMC e as células NK sendo preferenciais.

[0071] "Citotoxicidade dependente de complemento" ou "CDC" re-
fere-se a capacidade de lise de uma molécula em um alvo na presencga
de complemento. A via de ativacdo do complemento € iniciada pela li-

gacao do primeiro componente do sistema do complemento (C1q) a
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uma molécula (por exemplo, polipeptideo (por exemplo, um anticorpo))
complexado com um antigeno cognato. Para avaliar a ativagdo do
complemento, um ensaio de CDC, por exemplo, conforme descrito em
Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996), pode
ser realizado.

[0072] Os termos "receptor Fc" ou "FCcR" sao utilizados para des-
crever um receptor que se liga a regido Fc de um anticorpo. Em algu-
mas modalidades, o FcR € um FcR humano de sequéncia nativa. Além
disso, um FcR preferencial € aquele que se liga a um anticorpo IgG
(um receptor gama) e inclui receptores de FcyRI, FcyRIl, e FcyRIll, in-
cluindo subclasses variantes alélicas e formas de splicing alternativas
destes receptores. Os receptores FcyRIl incluem FcyRIIA (um "recep-
tor de ativagcao") e FcyRIIB (um "receptor de inibicdo"), que possuem
sequéncias de aminoacidos similares que diferem principalmente nos
seus dominios citoplasmaticos. Receptor de ativagao de FcyRIIA con-
tém um motivo de ativacdo de imunorreceptor baseado em tirosina
(ITAM) no seu dominio citoplasmatico. O receptor de inibicdo de
FcyRIIB contém um motivo de inibicado de imunorreceptor baseado em
tirosina (ITIM) no seu dominio citoplasmatico, (vide Daéron, Annu.
Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Os FcRs s&o analisados em Rave-
tch e Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Immu-
nomethods 4:25-34 (1994); e de Haas et al., J. Lab. Clin. Med.
126:330-41 (1995). Outros FcRs, incluindo aqueles a serem identifica-
dos no futuro, sdo englobados pelo termo "FcR" no presente documen-
to. O termo também inclui o receptor neonatal, FcRn, que é responsa-
vel pela transferéncia de IgG maternas para o feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) e Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)).
[0073] "Impurezas" se referem a materiais que sido diferentes das
do produto polipeptidico desejado. Em algumas modalidades da in-

vengao, as impurezas incluem variantes de carga do polipeptideo. Em
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algumas modalidades da invengao, as impurezas incluem variantes de
carga de um anticorpo ou fragmento de anticorpo. Em outras modali-
dades da invencao, a impureza inclui, sem limitacdo: materiais da célu-
la hospedeira, tais como CHOP; Proteina A lixiviada; acido nucleico;
uma variante, fragmento, agregado ou derivado do polipeptideo dese-
jado; outro polipeptideo; endotoxina; contaminante viral, componente
de midia de cultura celular, efc.

[0074] Conforme usado neste documento, o termo "imunoadesina"
designa moléculas do tipo anticorpo que combinam a especificidade
de ligacdo de um peptideo heterdlogo com as funcgdes efetoras dos
dominios constantes de imunoglobulina. Estruturalmente, as imunoa-
desinas compreendem uma fusdo de uma sequéncia de aminoacidos
com a especificidade de ligacdo desejada que € outra sendo o reco-
nhecimento do antigeno e do local de ligacdo a um anticorpo (isto €,
"heterdloga") e uma sequéncia de dominio constante de imunoglobuli-
na. A parte de adesina de uma molécula de imunoadesina é tipicamen-
te uma sequéncia de aminoacidos contigua compreendendo pelo me-
nos o local de ligacdo de um receptor ou um ligante. A sequéncia de
dominio constante de imunoglobulina na imunoadesina pode ser obti-
da de qualquer imunoglobulina, tal como subtipos IgG-1, IgG-2, 1gG-3,
ou lgG-4, IgA (incluindo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD ou IgM.

[0075] Conforme usado neste documento, "tensoativo" refere-se a
um agente tensoativo, preferencialmente um agente tensoativo ndo i6-
nico. Os exemplos de agentes tensoativos na presente invengéo inclu-
em polissorbato (por exemplo, polissorbato 20 e polissorbato 80); po-
loxamero (por exemplo, poloxamero 188); Triton; dodecilsulfato de so-
dio (SDS); laurilsulfato de sédio; octil glicosideo de sédio; lauril-, miris-
til-, linoleil- ou estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-, linoleil- ou estearil-
sarcosina; linoleil-, miristil- ou cetil-betaina; lauroamidopropil-, cocami-

dopropil-, linoleamidopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil- ou isos-
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tearamidopropil-betaina (por exemplo, lauroamidopropil); miristamido-
propil-, palmidopropil- ou isostearamidopropil-dimetilamina; metil co-
coil-taurato de sodio ou metil oleil-taurato dissodico; e a série Mona-
quat™ (Mona Industries, Inc., Paterson, New Jersey); polietilglicol, po-
lipropilglicol, e copolimeros de etileno e propilenoglicol (por exemplo,
Pluronics, PF68, etc); etc. Em outra modalidade, o tensoativo em ques-
tdo é o polissorbato 20. Em outra modalidade, ainda, o tensoativo em
questao € o poloxamero 188.

[0076] O termo "sequencial", conforme usado neste documento
em relacado a cromatografia, refere-se a ter uma primeira cromatografia
seguida por uma segunda cromatografia. As etapas adicionais podem
ser incluidas entre a primeira cromatografia e a segunda cromatogra-
fia.

[0077] O termo "continuo", conforme usado neste documento em
relacdo a cromatografia, refere-se a ter um primeiro material de croma-
tografia e um segundo material de cromatografia quer diretamente li-
gado ou algum outro mecanismo que permita o fluxo continuo entre os
dois materiais de cromatografia.

[0078] "Densidade de carga" refere-se a quantidade, por exemplo,
gramas, da composi¢cado colocada em contato com um volume de ma-
terial de cromatografia, por exemplo, litros. Em alguns exemplos, a
densidade de carregamento é expressa em gl/l.

[0079] O termo "interferéncia", conforme usado neste documento
com respeito a quantificacdo de uma espécie (por exemplo, tensoativo
nao iénico), refere-se a contribuicdo de algum componente diferente
da espécie (por exemplo, polipeptideo) para a quantificacdo. Por
exemplo, um sinal de ELSD para uma fragdo cromatografica contendo
polissorbato 20 e polipeptideo tera contribuigdes tanto do polissorbato
20 quanto do polipeptideo, e a quantificacdo do polissorbato 20 na fra-

¢éao tera interferéncia do polipeptideo.
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[0080] Conforme usado neste documento, "essencialmente o mes-
mo" indica que um valor ou parametro nio foi alterado por um efeito sig-
nificativo. Por exemplo, uma forga ibnica de uma fase movel de croma-
tografia na saida da coluna é essencialmente a mesma que a forga i6-
nica inicial da fase mével, se a forca ibnica n&o tiver mudado significa-
tivamente. Por exemplo, uma forca ibnica na saida da coluna que esta
dentro de 10%, 5% ou 1% da forga idnica inicial € essencialmente a
mesma que a forca idnica inicial.

[0081] Referéncia a "cerca de" um valor ou parametro neste do-
cumento inclui (e descreve) variagdes que sio dirigidas a esse valor
ou paradmetro per se. Por exemplo, a descricdo, que se refere a "cerca
de X" inclui a descricao de "X".

[0082] Conforme usado neste documento e nas reivindicagcdes

anexas, as formas singulares "um", "ou" e "o/a" incluem referentes plu-
rais a menos que o contexto dite claramente o contrario. Entende-se
que os aspectos e variacdes da invencido aqui descrita incluem aspec-
tos e variacdes de "que consiste em" e/ou "que consiste essencialmen-
te em".

Il. Métodos de Cromatografia

[0083] Em alguns aspectos, a invengéo fornece métodos de anali-
se de composi¢cdes compreendendo um polipeptideo e um tensoativo
nao iénico (por exemplo, polissorbato 20 ou PS20), compreendendo a
ligacdo do polipeptideo e do tensoativo n&o idbnico a um material de
cromatografia por troca idbnica de modo misto usando um tampao de
carga, e eluindo o polipeptideo e tensoativo nio idnico a partir do ma-
terial de cromatografia usando tampdes de modo que o polipeptideo e
o tensoativo n&o iénico eluam a partir do material de cromatografia em
fragbes distintas. Em algumas modalidades, os métodos de cromato-
grafia sdo adequados para composi¢gdes compreendendo multiplos po-

lipeptideos (por exemplo, produtos polipeptidicos), incluindo polipepti-
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deos com pls variavel. Por exemplo, os métodos podem ser usados
para analisar composi¢cdes compreendendo um tensoativo ndo idnico e
varios produtos de anticorpos diferentes, tais como produtos de anti-
corpos com pls entre 6,0 e 9,5. Em outras modalidades, os métodos
de cromatografia incluem o uso de condi¢des ideais (por exemplo, ma-
terial de cromatografia, tampdes, gradientes, duragao da etapa, vazéo,
carregamento da amostra) identificadas pelos métodos descritos neste
documento.

[0084] Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos
descritos neste documento, o material de cromatografia € um material
de modo misto compreendendo grupos funcionais capazes de uma ou
mais das seguintes funcionalidades: troca aniénica, troca catidnica, li-
gacgao de hidrogénio e interagdes hidrofébicas. Em algumas modalida-
des, o material de modo misto € um material de cromatografia por tro-
ca anidnica de modo misto. Em algumas modalidades, o material de
cromatografia por troca anidnica de modo misto compreende um poli-
mero de troca anidnica forte de fase reversa. Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto
compreende uma por¢ado de amina quaternaria. Em algumas modali-
dades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto é
um material de cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades,
o material de modo misto é um material de cromatografia por troca ca-
tibnica de modo misto. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca catibnica de modo misto compreende um polimero
de troca catibnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o
material de cromatografia por troca catibnica de modo misto compre-
ende uma fragao de acido sulfénico. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca catibnica € um material de cromato-
grafia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o material de modo

misto compreende um suporte solido. Em algumas modalidades, o ma-
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terial de modo misto esta contido em uma coluna ou cartucho. Em al-
gumas das modalidades acima, o material de modo misto € uma colu-
na ou um cartucho de cromatografia de modo misto, tal como uma co-
luna ou um cartucho de cromatografia por troca aniénica de modo mis-
to, ou uma coluna ou um cartucho de cromatografia por troca catidénica
de modo misto. Em algumas modalidades, o material de modo misto é
um material de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).
[0085] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos
meétodos descritos neste documento, o material de troca idnica pode
utilizar um material de cromatografia convencional ou um material de
cromatografia convectivo. Os materiais de cromatografia convencio-
nais incluem, por exemplo, materiais perfusivos (por exemplo, resina
de poli(estireno-divinilbenzeno)) e materiais difusivos (por exemplo, re-
sina de agarose reticulada). Em algumas modalidades, a resina de po-
li(estireno-divinilbenzeno) pode ser resina Poros®. Em algumas moda-
lidades, a resina de agarose reticulada pode ser resina de Fluxo Rapi-
do de Sulfopropil-Sepharose® ("SPSFF"). O material de cromatografia
convectivo pode ser uma membrana (por exemplo, polietersulfona) ou
material monolitico (por exemplo, polimero reticulado). A membrana de
polietersulfona pode ser Mustang. O material de mondlito polimérico
reticulado pode ser poli(dimetacrilato de glicidil metacrilato-co-etileno)
reticulado.

[0086] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos
meétodos da invengao, o material de cromatografia esta em uma coluna
ou um cartucho de cromatografia; por exemplo, uma coluna ou um car-
tucho de cromatografia por troca catidnica de modo misto ou uma co-
luna ou um cartucho de cromatografia por troca aniénica de modo mis-
to. Em algumas modalidades, a coluna ou o cartucho de cromatografia
€ usada(o) para cromatografia liquida. Em algumas modalidades, a co-

luna ou o cartucho de cromatografia € usada(o) para cromatografia li-
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quida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, a colu-
na ou o cartucho de cromatografia € uma coluna ou um cartucho de
cromatografia HPLC; por exemplo, uma coluna ou um cartucho de
HPLC por troca catidbnica de modo misto ou uma coluna ou um cartu-
cho de HPLC por troca anidénica de modo misto.

[0087] Por exemplo, em algumas modalidades, ha fornecido um
método para quantificar um tensoativo ndo idnico em uma composi¢ao
compreendendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o
método compreende as etapas de a) aplicar a composi¢ao a um mate-
rial de cromatografia por troca aniénica de modo misto, em que a com-
posicdo € carregada no material de cromatografia em uma solugao
compreendendo uma primeira razdo de uma fase moével B para uma
fase movel A, em que a fase moével A compreende acido em agua e a
fase movel B compreende acido em metanol; b) eluir o polipeptideo a
partir do material de cromatografia por troca aniénica de modo misto
com uma solucao compreendendo uma segunda da fase moével B para
a fase mével A, em que a segunda razdo € maior do que a primeira ra-
z30; c) eluir o tensoativo ndo idnico a partir do material de cromatogra-
fia com uma solugcdo compreendendo uma terceira razdo da fase mo-
vel B para a fase mével A, em que a terceira razdo € maior do que a
segunda razéo; e d) quantificar o tensoativo ndo i6nico no eluato da
etapa c). Em algumas modalidades, o polipeptideo se liga especifica-
mente e ndo especificamente ao material de cromatografia, e pelo me-
nos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algu-
mas modalidades, o eluato a partir da etapa c) compreende o polipep-
tideo ligado ndo especificamente. Em algumas modalidades, o eluato
da etapa c) compreende menos de cerca de 10% (tal como menor que
cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,

0,01%, ou menos) do polipeptideo total na composicdo. Em algumas
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modalidades, a primeira razdo da fase moével B para a fase mével A
esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qual-
quer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e
18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razées). Em algumas mo-
dalidades, a segunda razao esta entre cerca de 30:70 e cerca de
50:50 (tal como qualquer uma das 32:68, 34:66, 36:64, 38:62, 40:60,
42:58, 44: 56, 46:54 e 48:52, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zdes). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta entre cerca de
80:20 e cerca de 100: O (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16,
86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A com-
preende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre estes valores) de acido em agua. Em algumas modalida-
des, a fase moével B compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5%
(v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e
4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de acido em meta-
nol. Em algumas modalidades, o acido é acido formico. Em algumas
modalidades, o acido € acido acético. Em algumas modalidades, a va-
zao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de
0,7,09, 11, 12,125, 1,3, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o vo-
lume da composicao aplicada ao material de cromatografia € dentre
cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res) uL. Em algumas modalidades, a etapa b) comega pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1,
1,2,1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser
iniciada e continua por pelo menos cerca de 1 (tal como pelo menos
cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4
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ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comega pelo me-
nos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser
terminada e continua por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais)
min. Em algumas modalidades, o tensoativo nao iénico € poloxamero
(P188) ou um polissorbato. Em certas modalidades, o polissorbato é
polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a con-
centracdo de tensoativo ndo ibnico na composicdo esta na faixa de
cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, incluindo qualquer faixa en-
tre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragéo de prote-
ina na composigao é de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal
como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tampéo, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢cao € uma formu-
lacdo farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, o polipeptideo terapéutico é uma proteina de
fusdo, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™ ou um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algu-
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mas modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de
modo misto compreende um polimero de troca anidnica forte de fase
reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca aniénica de modo misto compreende uma por¢cido de amina qua-
ternaria. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anibnica de modo misto compreende um suporte sélido. Em al-
gumas modalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de
modo misto esta contido em uma coluna ou cartucho. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo
misto € um material de cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anidnica de modo misto € um material de cromatografia Oasis®
MAX. Em algumas modalidades, o detergente ndo i6nico € quantifica-
do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
tector de Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a
quantificacdo do tensoativo ndo ibnico compreende menos do que cer-
ca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%,
4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferén-
cia a partir do polipeptideo.

[0088] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢ado compreen-
dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca anidnica de modo misto, em que a composi¢ao
€ carregada no material de cromatografia em uma solugdo compreen-
dendo uma primeira razdo de uma fase moével B para uma fase movel
A, em que a fase mével A compreende acido em agua e a fase mével
B compreende acido em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir do ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto com uma so-

lucdo compreendendo uma segunda razao da fase mével B para a fa-
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se movel A, em que a segunda razao € maior do que a primeira razao;
c) eluir o tensoativo n&o i6nico a partir do material de cromatografia
com uma solugao compreendendo uma terceira razdo da fase movel B
para a fase movel A, em que a terceira razdo € maior do que a segun-
da razéo; e d) quantificar o tensoativo néo iénico no eluato da etapa c),
em que a quantificagcdo do tensoativo ndo ibnico compreende menos
do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de
interferéncia a partir do polipeptideo. Em algumas modalidades, o poli-
peptideo se liga especificamente e ndo especificamente ao material de
cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca
de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo
na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c)
compreende o polipeptideo ligado ndo especificamente. Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
composi¢cdo. Em algumas modalidades, a primeira razdo da fase mé-
vel B para a fase moével A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80
(tal como cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90,
12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zdes). Em algumas modalidades, a segunda razao esta entre cerca de
30:70 e cerca de 50:50 (tal como qualquer uma das 32:68, 34:66,
36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44: 56, 46:54 e 48:52, incluindo qualquer
faixa entre essas razdes). Em algumas modalidades, a terceira razéo
esta entre cerca de 80:20 e cerca de 100:0 (tal como qualquer uma
das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92:8, 94:6, 96:4 e 98:2, incluin-
do qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal
como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, in-
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cluindo qualquer faixa entre estes valores) de acido em agua. Em al-
gumas modalidades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5%
e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%,
3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de
acido em metanol. Em algumas modalidades, o acido € acido férmico.
Em algumas modalidades, o acido é acido acético. Em algumas moda-
lidades, a vazado da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal
como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, in-
cluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas
modalidades, o volume da composicado aplicada ao material de croma-
tografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa
entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca
pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8,
09,1,11,12,13,14,15,1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a
etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 1 (tal como
pelo menos cerca de 1,2, 14,16, 1,8, 2, 2,2,2/4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4,
3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca
pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07,
0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apos a etapa b)
ser terminada e continua por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo
menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou
mais) min. Em algumas modalidades, o tensoativo ndo ibnico & po-
loxamero (P188) ou um polissorbato. Em certas modalidades, o polis-
sorbato €& polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalida-
des, a concentragédo de tensoativo ndo ibnico na composi¢ao esta na
faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01,
0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, incluindo qualquer fai-
xa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragédo de

proteina na composicao € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL
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(tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180,
200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores).
Em algumas modalidades, a composi¢cao tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composigdo compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢do € uma formu-
lacdo farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, o polipeptideo terapéutico € uma proteina de
fusdo, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™ ou um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algu-
mas modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de
modo misto compreende um polimero de troca anidnica forte de fase
reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anidénica de modo misto compreende uma porgao de amina qua-
ternaria. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anidnica de modo misto compreende um suporte solido. Em al-
gumas modalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de
modo misto esta contido em uma coluna ou cartucho. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo
misto € um material de cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca aniénica de modo misto € um material de cromatografia Oasis®

MAX. Em algumas modalidades, o detergente nao ibnico € quantifica-
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do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
tector de Aerossol Carregado (CAD).

[0089] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo nao ibnico em uma composi¢cao compreen-
dendo o tensoativo ndo ibnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composigdo a um material de
cromatografia por troca anidnica de modo misto, em que a composi¢ao
€ carregada no material de cromatografia em uma solugdo compreen-
dendo uma primeira razdo de uma fase moével B para uma fase movel
A, em que a fase mével A compreende acido em agua e a fase movel
B compreende acido em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir do ma-
terial de cromatografia por troca anidnica de modo misto com uma so-
lugdo compreendendo uma segunda razédo da fase movel B para a fa-
se movel A, em que a segunda razao € maior do que a primeira razao;
c) eluir o tensoativo néo idbnico a partir do material de cromatografia
com uma solugcao compreendendo uma terceira razdo da fase movel B
para a fase moével A, em que a terceira razao € maior do que a segun-
da razao; e d) quantificar o tensoativo nao iénico no eluato da etapa c),
em que o eluato compreende menos do que cerca de 10% (tal como
menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%,
0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) do polipeptideo total na composigao.
Em algumas modalidades, a primeira razdo da fase movel B para a fa-
se moével A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca
de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86,
16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algu-
mas modalidades, a segunda razéo esta entre cerca de 30:70 e cerca
de 50:50 (tal como qualquer uma das 32:68, 34:66, 36:64, 38:62,
40:60, 42:58, 44: 56, 46:54 e 48:52, incluindo qualquer faixa entre es-
sas razdes). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta entre cer-

ca de 80:20 e cerca de 100: O (tal como qualquer uma das 82:18,

Peticéo 870200098699, de 06/08/2020, pag. 44/266



41/251

84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qual-
quer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase mé-
vel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como
cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo
qualquer faixa entre estes valores) de acido em agua. Em algumas
modalidades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca
de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de acido em
metanol. Em algumas modalidades, o acido é acido férmico. Em algu-
mas modalidades, o acido é acido acético. Em algumas modalidades,
a vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca
de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qual-
quer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades,
o volume da composicao aplicada ao material de cromatografia € den-
tre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4,5,6, 7,8, 9,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses va-
lores) uL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1,
1,2,1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser
iniciada e continua por pelo menos cerca de 1 (tal como pelo menos
cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4
ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comega pelo me-
nos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apos a etapa b) ser
terminada e continua por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais)
min. Em algumas modalidades, o tensoativo nao iénico € poloxamero
(P188) ou um polissorbato. Em certas modalidades, o polissorbato é
polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a con-

centracdo de tensoativo ndo ibnico na composicdo esta na faixa de
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cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa en-
tre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragéo de prote-
ina na composigao é de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal
como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tampao, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢cao € uma formu-
lacdo farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, o polipeptideo terapéutico € uma proteina de
fusdo, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™ ou um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algu-
mas modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de
modo misto compreende um polimero de troca anidnica forte de fase
reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca aniénica de modo misto compreende uma por¢cido de amina qua-
ternaria. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anibnica de modo misto compreende um suporte sélido. Em al-
gumas modalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de
modo misto esta contido em uma coluna ou cartucho. Em algumas

modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo
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misto € um material de cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anidnica de modo misto € um material de cromatografia Oasis®
MAX. Em algumas modalidades, o detergente ndo i6nico € quantifica-
do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
tector de Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a
quantificacdo do tensoativo ndo ibnico compreende menos do que cer-
ca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%,
4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferén-
cia a partir do polipeptideo.

[0090] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢ado compreen-
dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca aniénica de modo misto, em que a composi¢ao
€ carregada no material de cromatografia em uma solugdo compreen-
dendo uma primeira razdo de uma fase moével B para uma fase movel
A, em que a fase mével A compreende acido em agua e a fase mével
B compreende acido em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir do ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto com uma so-
lucdo compreendendo uma segunda da fase movel B para a fase mo-
vel A, em que a segunda razdo é maior do que a primeira razao; c) elu-
ir o tensoativo nao i6nico a partir do material de cromatografia com
uma solugado compreendendo uma terceira razao da fase movel B para
a fase movel A, em que a terceira razdo € maior do que a segunda ra-
zao; e d) quantificar o tensoativo ndo ibnico no eluato da etapa c). Em
algumas modalidades, o polipeptideo se liga especificamente e nao
especificamente ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de
90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou

99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalida-
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des, o eluato a partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado
nao especificamente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c)
compreende menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou
menos) do polipeptideo total na composi¢do. Em algumas modalida-
des, a primeira razao da fase movel B para a fase mével A esta entre
cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qualquer uma das
2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo
qualquer faixa entre essas razbes). Em algumas modalidades, a se-
gunda razao esta entre cerca de 30:70 e cerca de 50:50 (tal como
qualquer uma das 32:68, 34.66, 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44: 56,
46:54 e 48:52, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algu-
mas modalidades, a terceira razao esta entre cerca de 80:20 e cerca
de 100: O (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12,
90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a fase movel A compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
estes valores) de acido acético em agua. Em algumas modalidades, a
fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal
como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, in-
cluindo qualquer faixa entre esses valores) de acido acético em meta-
nol. Em algumas modalidades, a vazado da cromatografia esta entre
cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5,
1,7, 1,9, 21 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores)
mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume da composigédo apli-
cada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50
(tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,40 e
45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas mo-

dalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo
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menos cerca de 0,6, 0,7,0,8,0,9,1,1,1,1,2,1,3,14,1,5,16,1,7, 1,8,
1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada e continua por pelo
menos cerca de 1 (tal como pelo menos cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2,
22,24,26, 28, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas mo-
dalidades, a etapa c) comeca pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo
menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2
ou mais) min apods a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1,
1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais) min. Em algumas modalidades, o ten-
soativo ndo iénico é poloxamero (P188) ou um polissorbato. Em certas
modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em
algumas modalidades, a concentracdo de tensoativo n&o ibnico na
composicdo esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como
cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%,
incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalida-
des, a concentragdo de proteina na composicdo é de cerca de 1
mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cao
tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos
46,4,8,5,0,5,2,54,56,5,8,6,0,6,2,64,6,6,6,8,7,0, 7,2, 7,4, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes sele-
cionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tam-
pao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalida-
des, a composicdo € uma formulagdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo &
um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, o polipeptideo
terapéutico € uma proteina de fusdo, um anticorpo policlonal, um anti-

corpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano,
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um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo
glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um
conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um conjugado de
THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca aniénica de modo misto compreende um polimero de
troca anibnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
uma por¢ao de amina quaternaria. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca anidnica de modo misto compreende
um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca aniénica de modo misto esta contido em uma coluna
ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca aniénica de modo misto € um material de cromatografia liqui-
da de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca anibénica de modo misto € um material de
cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades, o detergente
nao idnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo
(ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em al-
gumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo n&o ibnico compre-
ende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou
menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[0091] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢ado compreen-
dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cado a um material de
cromatografia por troca aniénica de modo misto, em que a composi¢ao
€ carregada no material de cromatografia em uma solugdo compreen-
dendo uma primeira razdo de uma fase moével B para uma fase movel

A entre cerca de 5:95 e cerca de 15:85, em que a fase movel A com-
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preende acido em agua e a fase mével B compreende acido em meta-
nol; b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por tro-
ca anidnica de modo misto com uma solugdo compreendendo uma se-
gunda razao da fase movel B para a fase movel A entre cerca de 35:65
e cerca de 45:55; c) eluir o tensoativo nao ibnico a partir do material de
cromatografia com uma solugdo compreendendo uma terceira razao
da fase movel B para a fase movel A entre cerca de 90:10 e cerca de
100:0 e d) quantificar o tensoativo no eluato da etapa c). Em algumas
modalidades, a primeira razdo da fase movel B para a fase movel A é
de cerca de 10:90. Em algumas modalidades, a segunda razdo é de
cerca de 40:60. Em algumas modalidades, a terceira razao € de cerca
de 100:0. Em algumas modalidades, o polipeptideo se liga especifica-
mente e ndo especificamente ao material de cromatografia, e pelo me-
nos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algu-
mas modalidades, o eluato a partir da etapa c) compreende o polipep-
tideo ligado ndo especificamente. Em algumas modalidades, o eluato
da etapa c) compreende menos de cerca de 10% (tal como menor que
cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,
0,01%, ou menos) do polipeptideo total na composi¢do. Em algumas
modalidades, a fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca
de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de acido em
agua. Em algumas modalidades, a fase mével B compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
esses valores) de acido em metanol. Em algumas modalidades, o aci-
do é acido formico. Em algumas modalidades, o acido é acido acético.
Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta entre cerca
de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5, 1,7,
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1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.
Em algumas modalidades, o volume da composi¢cédo aplicada ao mate-
rial de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca
de 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a
etapa b) comecga pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca
de 0,6, 0,7, 08,09, 1,11, 1,2, 1,3, 14, 15,16, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou
mais) min apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cer-
ca de 1 (tal como pelo menos cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,2, 2,4,
2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas modalida-
des, a etapa c) comega pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou
mais) min apds a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 11,
1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais) min. Em algumas modalidades, o ten-
soativo ndo iénico é poloxamero (P188) ou um polissorbato. Em certas
modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em
algumas modalidades, a concentragao de tensoativo n&o i6nico na
composicao esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como
cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%,
incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalida-
des, a concentracdo de proteina na composicdo € de cerca de 1
mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a composicéo
tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos
46,4,8,5,0,52,54,56,5,8,6,0,6,2,64,6,6,6,8,7,0,7,2, 7,4, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cao compreende adicionalmente um ou mais excipientes sele-

cionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tam-
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pao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalida-
des, a composicdo € uma formulagdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é
um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, o polipeptideo
terapéutico é uma proteina de fusdo, um anticorpo policlonal, um anti-
corpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano,
um anticorpo quimeérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo
glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um
conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um conjugado de
THIOMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca aniénica de modo misto compreende um polimero de
troca anidnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
uma por¢ao de amina quaternaria. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca anidnica de modo misto compreende
um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca anibnica de modo misto esta contido em uma coluna
ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca aniénica de modo misto € um material de cromatografia liqui-
da de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca aniénica de modo misto € um material de
cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades, o detergente
nao idnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo
(ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em al-
gumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo nao iénico compre-
ende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou
menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[0092] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para

quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
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lissorbato e um polipeptideo, em que o método compreende as etapas
de a) aplicar a composi¢cdo a um material de cromatografia por troca
aniodnica de modo misto, em que a composi¢cao € carregada no materi-
al de cromatografia em uma solu¢do compreendendo uma primeira ra-
zao de uma fase movel B para uma fase mével A, em que a fase mé-
vel A compreende acido em agua e a fase mével B compreende acido
em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatogra-
fia por troca aniénica de modo misto com uma solu¢do compreenden-
do uma segunda da fase moével B para a fase moével A, em que a se-
gunda razido é maior do que a primeira razao; c) eluir o polissorbato a
partir do material de cromatografia com uma solugédo compreendendo
uma terceira razao da fase movel B para a fase mével A, em que a ter-
ceira razdo é maior do que a segunda razao; e d) quantificar o polis-
sorbato no eluato da etapa c). Em algumas modalidades, o polipepti-
deo se liga especificamente e nao especificamente ao material de
cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca
de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo
na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c)
compreende o polipeptideo ligado ndo especificamente. Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
composi¢gdo. Em algumas modalidades, a primeira razdo da fase mo-
vel B para a fase moével A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80
(tal como cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90,
12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zdes). Em algumas modalidades, a segunda razao esta entre cerca de
30:70 e cerca de 50:50 (tal como qualquer uma das 32:68, 34:66,
36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44: 56, 46:54 e 48:52, incluindo qualquer

faixa entre essas razdes). Em algumas modalidades, a terceira razéo
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esta entre cerca de 80:20 e cerca de 100: 0 (tal como qualquer uma
das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal
como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, in-
cluindo qualquer faixa entre estes valores) de acido em agua. Em al-
gumas modalidades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5%
e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%,
3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de
acido em metanol. Em algumas modalidades, o acido € acido férmico.
Em algumas modalidades, o acido é acido acético. Em algumas moda-
lidades, a vazado da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal
como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, in-
cluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas
modalidades, o volume da composi¢ao aplicada ao material de croma-
tografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1, 2, 3, 4,
5 6,7,8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa
entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca
pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8,
09,1,11,12,13,14,15,1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a
etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 1 (tal como
pelo menos cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4,
3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca
pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07,
0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apos a etapa b)
ser terminada e continua por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo
menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou
mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato é polissorbato 20 ou
polissorbato 80. Em algumas modalidades, a concentragdo de polis-

sorbato n&o idnico na composicao esta na faixa de cerca de 0,001% a
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1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a concentracdo de proteina na composig¢ao €&
de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5,
10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, in-
cluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades,
a composicdo tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como
qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8,
7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algu-
mas modalidades, a composi¢cdo compreende adicionalmente um ou
mais excipientes selecionados dentre o grupo que consiste em um es-
tabilizador, um tampao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em
algumas modalidades, a composi¢cdo € uma formulagdo farmacéutica
adequada para administragdo a um sujeito. Em algumas modalidades,
0 polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalida-
des, o polipeptideo terapéutico € uma proteina de fusdo, um anticorpo
policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um an-
ticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico,
um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de
anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um
conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
um polimero de troca anidnica forte de fase reversa. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo mis-
to compreende uma porgao de amina quaternaria. Em algumas moda-
lidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto
compreende um suporte solido. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca anibnica de modo misto esta contido em
uma coluna ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cro-

matografia por troca anidnica de modo misto € um material de croma-

Peticéo 870200098699, de 06/08/2020, pag. 56/266



53/251

tografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto é
um material de cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades,
o detergente ndo idnico € quantificado por Espalhamento de Luz Eva-
porativo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado
(CAD). Em algumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo nao
ibnico compreende menos do que cerca de 10% (tal como menos do
que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[0093] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato e um polipeptideo, em que o0 método compreende as etapas
de a) aplicar a composi¢gao a um material de cromatografia por troca
anidnica de modo misto, em que a composi¢cao € carregada no materi-
al de cromatografia em uma solu¢gdo compreendendo uma primeira ra-
zao de uma fase movel B para uma fase mével A, em que a fase mé-
vel A compreende acido em agua e a fase movel B compreende acido
em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatogra-
fia por troca anidénica de modo misto com uma solu¢do compreenden-
do uma segunda razao da fase mével B para a fase movel A, em que a
segunda razao € maior do que a primeira razao; c) eluir o polissorbato
a partir do material de cromatografia com uma solugdo compreenden-
do uma terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a
terceira razdo € maior do que a segunda razdo; e d) quantificar polis-
sorbato no eluato da etapa c), em que a quantificacdo do tensoativo
nao ibnico compreende menos do que cerca de 10% (tal como menos
do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo. Em
algumas modalidades, o polipeptideo se liga especificamente e nao

especificamente ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de
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90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalida-
des, o eluato a partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado
nao especificamente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c)
compreende menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou
menos) do polipeptideo total na composi¢do. Em algumas modalida-
des, a primeira razao da fase movel B para a fase mével A esta entre
cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qualquer uma das
2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo
qualquer faixa entre essas razdes). Em algumas modalidades, a se-
gunda razao esta entre cerca de 30:70 e cerca de 50:50 (tal como
qualquer uma das 32:68, 34.66, 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44: 56,
46:54 e 48:52, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algu-
mas modalidades, a terceira razao esta entre cerca de 80:20 e cerca
de 100: O (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12,
90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a fase movel A compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
estes valores) de acido em agua. Em algumas modalidades, a fase
movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal co-
mo cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores) de acido em metanol. Em al-
gumas modalidades, o acido é acido féormico. Em algumas modalida-
des, o acido é acido acético. Em algumas modalidades, a vazao da
cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9,
1,1, 1,2,1,25,1,3,1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa en-
tre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume da

composicao aplicada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1
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e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yL. Em
algumas modalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal
como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,
1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apos a etapa a) ser iniciada e conti-
nua por pelo menos cerca de 1 (tal como pelo menos cerca de 1,2, 1,4,
1,6, 1,8, 2,22, 24, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em
algumas modalidades, a etapa c) comega pelo menos cerca de 0,05
(tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser terminada e continua
por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7,
0,8,091,1,1,1,2, 13,14, 1,5, 2, 3 ou mais) min. Em certas modali-
dades, o polissorbato é polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algu-
mas modalidades, a concentracdo de polissorbato n&o ibnico na com-
posicao esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca
de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
concentragdao de proteina na composicdo € de cerca de 1 mg/mL a
cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao tem um
pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8,
50, 5,2, 54, 56, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a com-
posicdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes selecio-
nados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tampao,
um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a
composicdo € uma formulacdo farmacéutica adequada para adminis-
tracao a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um po-

lipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, o polipeptideo tera-
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péutico € uma proteina de fusao, um anticorpo policlonal, um anticorpo
monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano, um an-
ticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-
manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um con-
jugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um conjugado de
THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca aniénica de modo misto compreende um polimero de
troca anibnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
uma por¢ao de amina quaternaria. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca aniénica de modo misto esta contido em uma coluna
ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca aniénica de modo misto € um material de cromatografia liqui-
da de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca aniénica de modo misto € um material de
cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades, o detergente
nao idnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo
(ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD).

[0094] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato e um polipeptideo, em que o método compreende as etapas
de a) aplicar a composi¢cao a um material de cromatografia por troca
anidnica de modo misto, em que a composi¢cao € carregada no materi-
al de cromatografia em uma solu¢do compreendendo uma primeira ra-
zao de uma fase movel B para uma fase movel A, em que a fase moé-
vel A compreende acido em agua e a fase movel B compreende acido
em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatogra-

fia por troca anidénica de modo misto com uma solu¢do compreenden-
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do uma segunda razao da fase mével B para a fase movel A, em que a
segunda razao € maior do que a primeira razao; c) eluir o polissorbato
a partir do material de cromatografia com uma solugdo compreenden-
do uma terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a
terceira razdo € maior do que a segunda razdo; e d) quantificar polis-
sorbato no eluato da etapa c), em que o eluato compreende menos do
que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%,
5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) do poli-
peptideo total na composi¢gdo. Em algumas modalidades, a primeira
razao da fase movel B para a fase movel A esta entre cerca de 0:100 e
cerca de 20:80 (tal como cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94,
8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa en-
tre essas razdes). Em algumas modalidades, a segunda razao esta en-
tre cerca de 30:70 e cerca de 50:50 (tal como qualquer uma das 32:68,
34:66, 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44: 56, 46:54 e 48:52, incluindo
qualquer faixa entre essas razées). Em algumas modalidades, a tercei-
ra razao esta entre cerca de 80:20 e cerca de 100: O (tal como qual-
quer uma das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 €
98: 2, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas mo-
dalidades, a fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de
5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de acido em
agua. Em algumas modalidades, a fase mével B compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
esses valores) de acido em metanol. Em algumas modalidades, o aci-
do é acido férmico. Em algumas modalidades, o acido é acido acético.
Em algumas modalidades, a vazado da cromatografia esta entre cerca
de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5, 1,7,

1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.
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Em algumas modalidades, o volume da composi¢édo aplicada ao mate-
rial de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca
de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a
etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca
de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,11, 1,2, 13, 14, 15,16, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou
mais) min apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cer-
ca de 1 (tal como pelo menos cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,2, 2,4,
2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas modalida-
des, a etapa c) comeca pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou
mais) min apds a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1,
1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais) min. Em certas modalidades, o polis-
sorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalida-
des, a concentragéo de polissorbato n&o ibnico na composigao esta na
faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01,
0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, incluindo qualquer fai-
xa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentracédo de
proteina na composicéo € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL
(tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180,
200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores).
Em algumas modalidades, a composi¢ao tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tampao, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢cdo € uma formu-

lacdo farmacéutica adequada para administragcdo a um sujeito. Em al-
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gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, o polipeptideo terapéutico é uma proteina de
fusdo, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™ ou um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algu-
mas modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de
modo misto compreende um polimero de troca anidnica forte de fase
reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca aniénica de modo misto compreende uma por¢cido de amina qua-
ternaria. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anibnica de modo misto compreende um suporte sélido. Em al-
gumas modalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de
modo misto esta contido em uma coluna ou cartucho. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo
misto € um material de cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anidnica de modo misto € um material de cromatografia Oasis®
MAX. Em algumas modalidades, o detergente ndo i6nico € quantifica-
do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
tector de Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a
quantificacao do tensoativo ndo ibnico compreende menos do que cer-
ca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%,
4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferén-
cia a partir do polipeptideo.

[0095] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
lissorbato e um polipeptideo, em que o método compreende as etapas

de a) aplicar a composi¢cdao a um material de cromatografia por troca
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anidnica de modo misto, em que a composi¢cao € carregada no materi-
al de cromatografia em uma solu¢do compreendendo uma primeira ra-
zao de uma fase movel B para uma fase mével A, em que a fase mé-
vel A compreende acido acético em agua e a fase movel B compreen-
de acido acético em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir do material
de cromatografia por troca anidnica de modo misto com uma solugao
compreendendo uma segunda da fase moével B para a fase movel A,
em que a segunda razao € maior do que a primeira razao; c) eluir o po-
lissorbato a partir do material de cromatografia com uma solugido com-
preendendo uma terceira razdo da fase movel B para a fase movel A,
em que a terceira razao é maior do que a segunda razao; e d) quantifi-
car o polissorbato no eluato da etapa c). Em algumas modalidades, o
polipeptideo se liga especificamente e ndo especificamente ao material
de cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos
cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipep-
tideo na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa
c) compreende o polipeptideo ligado ndo especificamente. Em algu-
mas modalidades, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca
de 10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total
na composi¢cdo. Em algumas modalidades, a primeira razdo da fase
movel B para a fase movel A esta entre cerca de 0:100 e cerca de
20:80 (tal como cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10:
90, 12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas
razdes). Em algumas modalidades, a segunda razdo esta entre cerca
de 30:70 e cerca de 50:50 (tal como qualquer uma das 32:68, 34:66,
36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44: 56, 46:54 e 48:52, incluindo qualquer
faixa entre essas razdes). Em algumas modalidades, a terceira razéo
esta entre cerca de 80:20 e cerca de 100: 0 (tal como qualquer uma
das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, inclu-
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indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
fase mével A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal
como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, in-
cluindo qualquer faixa entre estes valores) de acido acético em agua.
Em algumas modalidades, a fase movel B compreende entre cerca de
0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%,
2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res) de acido acético em metanol. Em algumas modalidades, a vazao
da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7,
09 1,1,12,1,25,1,3,1,5,1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa
entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume
da composicdo aplicada ao material de cromatografia € dentre cerca
de 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores)
ML. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de
0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3,
1,4,1,5,1,6,1,7,1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada
e continua por pelo menos cerca de 1 (tal como pelo menos cerca de
1,2,14,16,18, 2,22, 24,26, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4 ou mais)
min. Em algumas modalidades, a etapa c) comecga pelo menos cerca
de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2,
0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser terminada e
continua por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de
0,6,0,7,0,8,09,1,11,1,2,1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais) min. Em certas
modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em
algumas modalidades, a concentracdo de polissorbato ndo ibnico na
composicdo esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como
cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%,
incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalida-

des, a concentragdo de proteina na composicdao é de cerca de 1
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mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cao
tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos
46,4,8,5,0,5,2,54,56,5,8,6,0,6,2,6,4,6,6,6,8,7,0,7,2, 7,4, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes sele-
cionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tam-
pao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalida-
des, a composicdo € uma formulagdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo &
um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, o polipeptideo
terapéutico € uma proteina de fusdo, um anticorpo policlonal, um anti-
corpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano,
um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo
glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um
conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um conjugado de
THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca aniénica de modo misto compreende um polimero de
troca anibnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
uma por¢ao de amina quaternaria. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca anidnica de modo misto compreende
um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca aniénica de modo misto esta contido em uma coluna
ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca aniénica de modo misto € um material de cromatografia liqui-
da de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca aniénica de modo misto € um material de

cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades, o detergente
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nao ibnico é quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo
(ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em al-
gumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo n&o ibnico compre-
ende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou
menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[0096] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato e um polipeptideo, em que o método compreende as etapas
de a) aplicar a composi¢cao a um material de cromatografia por troca
aniodnica de modo misto, em que a composi¢cao € carregada no materi-
al de cromatografia em uma solu¢do compreendendo uma primeira ra-
zao de uma fase mével B para uma fase moével A entre cerca de 5:95 e
cerca de 15:85, em que a fase movel A compreende acido em agua e
a fase mével B compreende acido em metanol; b) eluir o polipeptideo a
partir do material de cromatografia por troca aniénica de modo misto
com uma solugao compreendendo uma segunda razédo da fase movel
B para a fase movel A entre cerca de 35:65 e cerca de 45:55; c) eluir o
polissorbato a partir do material de cromatografia com uma solugao
compreendendo uma terceira razao da fase mével B para a fase moével
A entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0 e d) quantificar o polissorbato
no eluato da etapa c). Em algumas modalidades, a primeira razdo da
fase moével B para a fase movel A é de cerca de 10:90. Em algumas
modalidades, a segunda razao € de cerca de 40:60. Em algumas mo-
dalidades, a terceira razao é de cerca de 100:0. Em algumas modali-
dades, o polipeptideo se liga especificamente e ndo especificamente
ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como
pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos elua-
tos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a

partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado nao especifica-
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mente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende
menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
polipeptideo total na composicdo. Em algumas modalidades, a fase
movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal co-
mo cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, inclu-
indo qualquer faixa entre estes valores) de acido em agua. Em algu-
mas modalidades, a fase mével B compreende entre cerca de 0,5% e
cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de aci-
do em metanol. Em algumas modalidades, o acido é acido féormico. Em
algumas modalidades, o acido é acido acético. Em algumas modalida-
des, a vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como
cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalida-
des, o volume da composicédo aplicada ao material de cromatografia é
dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses
valores) yL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1,
1,2,1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser
iniciada e continua por pelo menos cerca de 1 (tal como pelo menos
cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4
ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo me-
nos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apos a etapa b) ser
terminada e continua por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais)
min. Em certas modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polis-

sorbato 80. Em algumas modalidades, a concentragao de polissorbato
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nao idbnico na composicao esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0%
(p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em al-
gumas modalidades, a concentragao de proteina na composicao é de
cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10,
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cado tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qual-
quer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0,
7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a composicdo compreende adicionalmente um ou mais
excipientes selecionados dentre o grupo que consiste em um estabili-
zador, um tampao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em al-
gumas modalidades, a composicdo € uma formulacdo farmacéutica
adequada para administragao a um sujeito. Em algumas modalidades,
o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalida-
des, o polipeptideo terapéutico € uma proteina de fusdo, um anticorpo
policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um an-
ticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico,
um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de
anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um
conjugado de THIOMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
um polimero de troca anidnica forte de fase reversa. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de modo mis-
to compreende uma porgédo de amina quaternaria. Em algumas moda-
lidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto
compreende um suporte sélido. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca aniénica de modo misto estd contido em

uma coluna ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cro-
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matografia por troca anidnica de modo misto € um material de croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto é
um material de cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades,
o detergente ndo iGnico € quantificado por Espalhamento de Luz Eva-
porativo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado
(CAD). Em algumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo nao
ibnico compreende menos do que cerca de 10% (tal como menos do
que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[0097] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
lissorbato e um polipeptideo, em que o método compreende as etapas
de a) aplicar a composi¢cao a um material de cromatografia por troca
anidnica de modo misto em que a composig¢ao é carregada no material
de cromatografia em uma solugcdo compreendendo uma primeira razao
de uma fase movel B para uma fase movel A entre cerca de 5:95 e
cerca de 15:85, em que a fase movel A compreende acido acético em
agua e a fase movel B compreende acido acético em metanol; b) eluir
o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca aniénica
de modo misto com uma solu¢gdo compreendendo uma segunda razao
da fase moével B para a fase movel A entre cerca de 35:65 e cerca de
45:55; c) eluir o polissorbato a partir do material de cromatografia com
uma solugado compreendendo uma terceira razao da fase movel B para
a fase movel A entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0; e d) quantificar
o polissorbato na avaliacido da etapa c), em que a quantificacdo do
tensoativo ndo i6nico compreende menos do que cerca de 10% (tal
como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do poli-

peptideo. Em algumas modalidades, a primeira razdo da fase mével B
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para a fase movel A é de cerca de 10:90. Em algumas modalidades, a
segunda razao € de cerca de 40:60. Em algumas modalidades, a ter-
ceira razao é de cerca de 100:0. Em algumas modalidades, o polipep-
tideo se liga especificamente e ndo especificamente ao material de
cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca
de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo
na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c)
compreende o polipeptideo ligado n&do especificamente. Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
composi¢gdo. Em algumas modalidades, a fase movel A compreende
entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%,
1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa
entre estes valores) de acido acético em agua. Em algumas modalida-
des, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5%
(v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e
4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de acido acético
em metanol. Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta
entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3,
1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores)
mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume da composicédo apli-
cada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50
(tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,40 e
45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas mo-
dalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo
menos cerca de 0,6, 0,7,0,8,0,9,1,1,1,1,2,1,3,14,1,5,16,1,7, 1,8,
1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada e continua por pelo
menos cerca de 1 (tal como pelo menos cerca de 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2,
22,24,26, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas mo-
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dalidades, a etapa c) comeca pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo
menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2
ou mais) min apods a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1,
1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou mais) min. Em certas modalidades, o polis-
sorbato €& polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalida-
des, a concentragéo de polissorbato n&o ibnico na composigao esta na
faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01,
0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, incluindo qualquer fai-
xa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentracédo de
proteina na composicéo € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL
(tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180,
200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores).
Em algumas modalidades, a composi¢cao tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tampao, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢cdo € uma formu-
lacdo farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, o polipeptideo terapéutico é uma proteina de
fusdo, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™ ou um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algu-
mas modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de

modo misto compreende um polimero de troca anidnica forte de fase
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reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca aniénica de modo misto compreende uma porgao de amina qua-
ternaria. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anibnica de modo misto compreende um suporte sélido. Em al-
gumas modalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de
modo misto esta contido em uma coluna ou cartucho. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo
misto € um material de cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca anidnica de modo misto € um material de cromatografia Oasis®
MAX. Em algumas modalidades, o detergente ndo i6nico € quantifica-
do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
tector de Aerossol Carregado (CAD).

[0098] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato e um polipeptideo, em que o método compreende as etapas
de a) aplicar a composi¢cao a um material de cromatografia por troca
aniodnica de modo misto, em que a composi¢cao € carregada no materi-
al de cromatografia em uma solu¢do compreendendo uma primeira ra-
zao de uma fase mével B para uma fase moével A entre cerca de 5:95 e
cerca de 15:85, em que a fase mével A compreende acido acético em
agua e a fase movel B compreende acido acético em metanol; b) eluir
o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca anidnica
com uma solugao compreendendo uma segunda razdo da fase movel
B para a fase movel A entre cerca de 35:65 e cerca de 45:55; c) eluir o
polissorbato a partir do material de cromatografia com uma solugao
compreendendo uma terceira razao da fase mével B para a fase moével
A entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0; e d) quantificar o polissorbato
no eluato da etapa c), em que o eluato da etapa c) compreendendo

menos do que 10% (tal como menos do cerca de 9%, 8%, 7%, 6%,
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5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) do poli-
peptideo total na composi¢cdo. Em algumas modalidades, a primeira
razdo da fase movel B para a fase movel A € de cerca de 10:90. Em
algumas modalidades, a segunda razao é de cerca de 40:60. Em al-
gumas modalidades, a terceira razdo € de cerca de 100:0. Em algu-
mas modalidades, a fase mdvel A compreende entre cerca de 0,5% e
cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de aci-
do acético em agua. Em algumas modalidades, a fase movel B com-
preende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) de acido acético em metanol. Em algumas
modalidades, a vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5
(tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3,
incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas
modalidades, o volume da composicado aplicada ao material de croma-
tografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1, 2, 3, 4,
56,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa
entre esses valores) uL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca
pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8,
091,11,12,13,14,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a
etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 1 (tal como
pelo menos cerca de 1,2, 14,16, 1,8, 2, 2,2,2/4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4,
3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca
pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07,
0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b)
ser terminada e continua por pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo
menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 2, 3 ou
mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou

polissorbato 80. Em algumas modalidades, a concentracdo de polis-
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sorbato n&o ibnico na composigao esta na faixa de cerca de 0,001% a
1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a concentragao de proteina na composigao €&
de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5,
10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, in-
cluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades,
a composicao tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como
qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8,
7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algu-
mas modalidades, a composicao compreende adicionalmente um ou
mais excipientes selecionados dentre o grupo que consiste em um es-
tabilizador, um tampao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em
algumas modalidades, a composicdo € uma formulacdo farmacéutica
adequada para administragao a um sujeito. Em algumas modalidades,
o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalida-
des, o polipeptideo terapéutico € uma proteina de fusdo, um anticorpo
policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um an-
ticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico,
um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de
anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um
conjugado de THIOMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
um polimero de troca anidnica forte de fase reversa. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de modo mis-
to compreende uma porgédo de amina quaternaria. Em algumas moda-
lidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto
compreende um suporte sélido. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca aniénica de modo misto estd contido em

uma coluna ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cro-

Peticao 870200098699, de 06/08/2020, pag. 75/266



721251

matografia por troca anidnica de modo misto € um material de croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto é
um material de cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades,
o detergente ndo iGnico € quantificado por Espalhamento de Luz Eva-
porativo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado
(CAD). Em algumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo nao
ibnico compreende menos do que cerca de 10% (tal como menos do
que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[0099] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato 20 em uma composicdo compreendendo o
polissorbato 20 e um polipeptideo, em que o método compreende as
etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de cromatografia por
troca anibénica de modo misto, em que a composi¢gao € carregada no
material de cromatografia em uma solugdo compreendendo uma razao
de cerca de 10:90 de uma fase movel B para uma fase moével A, em
que a fase mével A compreende 2% de acido acético em agua e a fa-
se movel B compreende 2% de acido acético em metanol; b) eluir o
polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca aniénica de
modo misto com uma solugdo compreendendo uma razao de cerca de
40:60 da fase movel B para a fase mével A; c) eluir o polissorbato 20 a
partir do material de cromatografia com uma solucdo compreendendo
uma razao de cerca de 100:0 da fase movel B para a fase movel A; e
d) quantificar o polissorbato no eluato da etapa c). Em algumas moda-
lidades, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca de 10% (tal
como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na com-
posicdo. Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta en-
tre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,2, 1,25, 1,3,
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1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores)
mL/minuto. Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia é de
cerca de 1,25 mL/min. Em algumas modalidades, o volume da compo-
sicdo aplicada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cer-
ca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yL. Em al-
gumas modalidades, o volume da composic¢ao aplicado ao material de
cromatografia é de cerca de 20 yL. Em algumas modalidades, a etapa
b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de
0,6,0,7,08,09,1,1,1,12,13,14,1,5,1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais)
min apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 1
(tal como pelo menos cercade 1,2,1,4,1,6,1,8, 2,2,2,24, 2,6, 2,8, 3,
3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c)
comega pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de
0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min
apods a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos cerca de 0,5
(tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4,
1,5, 2, 3 ou mais) min. Em algumas modalidades, a concentragao de
polissorbato 20 na composicdo esta na faixa de cerca de 0,001% a
1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a concentragao de proteina na composigao €
de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5,
10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, in-
cluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades,
a composicdo tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como
qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8,
7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algu-
mas modalidades, a composicao compreende adicionalmente um ou

mais excipientes selecionados dentre o grupo que consiste em um es-
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tabilizador, um tampao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em
algumas modalidades, a composicdo € uma formulacdo farmacéutica
adequada para administragdo a um sujeito. Em algumas modalidades,
0 polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalida-
des, o polipeptideo terapéutico € uma proteina de fusdo, um anticorpo
policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um an-
ticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico,
um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de
anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um
conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca aniénica de modo misto compreende
um polimero de troca anidnica forte de fase reversa. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca anidnica de modo mis-
to compreende uma porgédo de amina quaternaria. Em algumas moda-
lidades, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto
compreende um suporte sélido. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca anibnica de modo misto esta contido em
uma coluna ou cartucho. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca anidnica de modo misto € um material de croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca aniénica de modo misto é
um material de cromatografia Oasis® MAX. Em algumas modalidades,
o detergente ndo iGnico € quantificado por Espalhamento de Luz Eva-
porativo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado
(CAD). Em algumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo nao
ibnico compreende menos do que cerca de 10% (tal como menos do
que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[00100] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para

quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢do compreen-
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dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca catibnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase mével A compreende hidroxido de ambnio em
agua e a fase moével B compreende hidréxido de ambnio em um sol-
vente organico; b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromato-
grafia por troca catibnica de modo misto com uma solugdo compreen-
dendo uma segunda da fase movel B para a fase mével A, em que a
segunda razao é maior do que a primeira razao; c) eluir o tensoativo
nao idnico a partir do material de cromatografia com uma solucdo
compreendendo uma terceira razao da fase moével B para a fase moével
A, em que a terceira razdo € maior do que a segunda razao; e d) quan-
tificar o tensoativo nao ibnico no eluato da etapa c). Em algumas mo-
dalidades, o polipeptideo se liga especificamente e ndo especificamen-
te ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como
pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos elua-
tos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a
partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado ndo especifica-
mente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende
menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
polipeptideo total na composi¢do. Em algumas modalidades, o solven-
te organico da fase movel B € metanol. Em algumas modalidades, o
solvente organico da fase movel B € acetonitrila. Em algumas modali-
dades, a primeira razao da fase movel B para a fase mével A esta en-
tre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qualquer uma
das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluin-

do qualquer faixa entre essas razdes). Em algumas modalidades, a
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segunda razao esta entre cerca de 35:65 e cerca de 55:45 (tal como
cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54, 48: 52, 50:50, 52:48
e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas razées). Em algumas
modalidades, a terceira razao esta entre cerca de 80:20 e cerca de
100: O (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10,
92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a fase moével A compreende entre cer-
ca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%,
2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes
valores) de hidréxido de amdnio em agua. Em algumas modalidades, a
fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal
como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, in-
cluindo qualquer faixa entre esses valores) de hidréxido de amdnio no
solvente organico (por exemplo, metanol ou acetonitrila). Em algumas
modalidades, a vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5
(tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,1,3,1,4,15,1,7,1,9, 2,1 e 2,3, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas mo-
dalidades, o volume da composi¢cao aplicada ao material de cromato-
grafia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1, 2, 3, 4,
56,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa
entre esses valores) uL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca
pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8,
091,11,12,13,14,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a
etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal como
pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 50u
mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo menos
cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser termi-
nada e continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2,
24,26, 2,38, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algu-
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mas modalidades, o tensoativo nao iénico é um polissorbato. Em cer-
tas modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80.
Em algumas modalidades, o tensoativo ndo ibnico € um poloxamero.
Em algumas modalidades, o poloxamero € um poloxamero P188. Em
algumas modalidades, a concentracdo do tensoativo nao idnico (por
exemplo, polissorbato ou poloxamero) na composigao esta na faixa de
cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, incluindo qualquer faixa en-
tre esses valores). Em algumas modalidades, a composicdo compre-
ende adicionalmente N-acetil triptofano (também referido como N-
acetil-DL-triptofano) e/ou metionina. Em algumas modalidades, a con-
centracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cerca de 0,1
mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8
ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a concentragcdo de metionina na composi¢ao varia de
cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a con-
centracdo de polipeptideo na composicdo € de cerca de 1 mg/mL a
cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢ao tem um
pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8,
50, 5,2, 54, 56, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a com-
posicdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes selecio-
nados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tampao,
um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a
composicdo € uma formulacao farmacéutica adequada para adminis-

tracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um po-
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lipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina terapéuti-
ca € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto compreende um polimero de troca catidnica forte de fase rever-
sa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende uma fracdo de acido sulfénico.
Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catio-
nica de modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca catibnica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catidnica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo ibnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-
tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em
algumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo ndo ibnico com-
preende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca
de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%
ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[00101] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢ado compreen-
dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca catiébnica de modo misto, em que a composi-

cdo é carregada no material de cromatografia em uma solugido com-
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preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase movel A compreende hidréxido de aménio em
agua e a fase mével B compreende hidréoxido de amdnio em metanol;
b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto com uma solucdo compreendendo uma se-
gunda razéo da fase movel B para a fase moével A, em que a segunda
razao € maior do que a primeira razao; c) eluir o tensoativo nao iénico
a partir do material de cromatografia com uma solugdo compreenden-
do uma terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a
terceira razao € maior do que a segunda razio; e d) quantificar o ten-
soativo ndo idnico no eluato da etapa c), em que a quantificagcdo do
tensoativo ndo ibnico compreende menos do que cerca de 10% (tal
como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do poli-
peptideo. Em algumas modalidades, o polipeptideo se liga especifica-
mente e ndo especificamente ao material de cromatografia, e pelo me-
nos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algu-
mas modalidades, o eluato a partir da etapa c) compreende o polipep-
tideo ligado ndo especificamente. Em algumas modalidades, o eluato
da etapa c) compreende menos de cerca de 10% (tal como menor que
cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,
0,01%, ou menos) do polipeptideo total na composicdo. Em algumas
modalidades, o solvente organico da fase moével B € metanol. Em al-
gumas modalidades, o solvente organico da fase mével B é acetonitri-
la. Em algumas modalidades, a primeira razao da fase movel B para a
fase movel A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como
cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86,
16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algu-

mas modalidades, a segunda razao esta entre cerca de 35:65 e cerca
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de 55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54,
48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zbes). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta entre cerca de
80:20 e cerca de 100: O (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16,
86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A com-
preende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre estes valores) de hidroxido de aménio em agua. Em algu-
mas modalidades, a fase mdvel B compreende entre cerca de 0,5% e
cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hi-
droxido de amdnio no solvente orgéanico (por exemplo, metanol ou ace-
tonitrila). Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta en-
tre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,1,3, 1,4, 1,5, 1,7,
1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.
Em algumas modalidades, o volume da composi¢cédo aplicada ao mate-
rial de cromatografia é dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca
de 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a
etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca
de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,11, 1,2, 13, 14, 15,16, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou
mais) min apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cer-
ca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 24, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4,
3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c)
comega pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de
0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min
apods a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos 2 (tal como
pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5,

5 ou mais) min. Em algumas modalidades, o tensoativo n&o idnico &
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um polissorbato. Em certas modalidades, o polissorbato € polissorbato
20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, o tensoativo n&o i6-
nico € um poloxamero. Em algumas modalidades, o poloxamero é um
poloxamero P188. Em algumas modalidades, a concentragao do ten-
soativo ndo idnico (por exemplo, polissorbato ou poloxamero) na com-
posicao esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca
de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composicdo compreende adicionalmente N-acetil triptofano e/ou meti-
onina. Em algumas modalidades, a concentracdo de N-acetil triptofano
na composic¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como
cercade 0,2,0,5,1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ou9 mM, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragdo de
metionina na composigao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100
mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores).
Em algumas modalidades, a concentracédo de polipeptideo na compo-
sicdo é de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de
2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240
mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5
(tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4,
6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composicao compreende adicionalmente um
ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que consiste em um
estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e um agente de tonicidade.
Em algumas modalidades, a composi¢cao € uma formulagédo farmacéu-
tica adequada para administracdo a um sujeito. Em algumas modali-
dades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em algumas mo-

dalidades, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal, um anti-
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corpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano,
um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo
glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um
conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de
THIOMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca catibnica de modo misto compreende um polimero
de troca catidnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o
material de cromatografia por troca catibnica de modo misto compre-
ende uma fragao de acido sulfénico. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca catidnica de modo misto compreende
um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca catibnica de modo misto esta contido em uma coluna.
Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catio-
nica de modo misto € um material de cromatografia liquida de alto de-
sempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca catiénica € um material de cromatografia Oasis® MCX.
Em algumas modalidades, o detergente nio ibnico é quantificado por
Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um Detector de
Aerossol Carregado (CAD).

[00102] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢ado compreen-
dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca catidbnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase mével A compreende hidroxido de ambnio em
agua e a fase mével B compreende hidréoxido de amdnio em metanol;
b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca

catibnica de modo misto com uma solucdo compreendendo uma se-

Peticéo 870200098699, de 06/08/2020, pag. 86/266



83/251

gunda razéo da fase movel B para a fase moével A, em que a segunda
razao € maior do que a primeira razao; c) eluir o tensoativo nao iénico
a partir do material de cromatografia com uma solugdo compreenden-
do uma terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a
terceira razao € maior do que a segunda razio; e d) quantificar o ten-
soativo ndo iénico no eluato da etapa c), em que o eluato da etapa c)
compreende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que
cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,
0,01% ou menos) do polipeptideo total na composi¢cdo. Em algumas
modalidades, o solvente organico da fase moével B € metanol. Em al-
gumas modalidades, o solvente organico da fase mével B é acetonitri-
la. Em algumas modalidades, a primeira razao da fase movel B para a
fase movel A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como
cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86,
16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algu-
mas modalidades, a segunda razéo esta entre cerca de 35:65 e cerca
de 55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54,
48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zbes). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta entre cerca de
80:20 e cerca de 100: O (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16,
86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A com-
preende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre estes valores) de hidréxido de aménio em agua. Em algu-
mas modalidades, a fase mdvel B compreende entre cerca de 0,5% e
cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hi-
droxido de amdnio no solvente orgéanico (por exemplo, metanol ou ace-

tonitrila). Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta en-
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tre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,1,3, 1,4, 1,5, 1,7,
1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.
Em algumas modalidades, o volume da composi¢cédo aplicada ao mate-
rial de cromatografia é dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca
de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a
etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca
de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,11, 1,2, 13, 14, 15,16, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou
mais) min apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cer-
ca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4,
3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c)
comega pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de
0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min
apods a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos 2 (tal como
pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5,
5 ou mais) min. Em algumas modalidades, o tensoativo n&o idnico &
um polissorbato. Em certas modalidades, o polissorbato € polissorbato
20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, o tensoativo nao i6-
nico € um poloxamero. Em algumas modalidades, o poloxamero é um
poloxamero P188. Em algumas modalidades, a concentragao do ten-
soativo ndo idnico (por exemplo, polissorbato ou poloxamero) na com-
posicao esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca
de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composicdo compreende adicionalmente N-acetil triptofano e/ou meti-
onina. Em algumas modalidades, a concentracdo de N-acetil triptofano
na composic¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como
cercade 0,2,0,5,1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ou9 mM, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragdo de

metionina na composigao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100
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mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores).
Em algumas modalidades, a concentragcédo de polipeptideo na compo-
sicdo é de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de
2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240
mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5
(tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4,
6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composicao compreende adicionalmente um
ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que consiste em um
estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e um agente de tonicidade.
Em algumas modalidades, a composi¢cao € uma formulagédo farmacéu-
tica adequada para administracdo a um sujeito. Em algumas modali-
dades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em algumas mo-
dalidades, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal, um anticor-
po monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano, um an-
ticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-
manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um con-
jugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de THI-
OMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca catidbnica de modo misto compreende um polimero de
troca catibnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca catidnica de modo misto compreende
uma fracdo de acido sulfénico. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca catidbnica de modo misto compreende um
suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca catidnica de modo misto esta contido em uma coluna. Em al-
gumas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de

modo misto € um material de cromatografia liquida de alto desempe-
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nho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia
por troca catidnica € um material de cromatografia Oasis® MCX. Em
algumas modalidades, o detergente nao i6nico € quantificado por Es-
palhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um Detector de Ae-
rossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a quantificagdo do
tensoativo ndo i6nico compreende menos do que cerca de 10% (tal
como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do poli-
peptideo.

[00103] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo nao ibnico em uma composi¢cao compreen-
dendo o tensoativo nido ibnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composigdo a um material de
cromatografia por troca catibnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase movel A compreende hidréxido de aménio em
agua e a fase movel B compreende hidroxido de aménio em metanol;
b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto com uma solugdo compreendendo uma se-
gunda da fase movel B para a fase movel A, em que a segunda razao
€ maior do que a primeira razao; c) eluir o tensoativo ndo idénico a partir
do material de cromatografia com uma solu¢do compreendendo uma
terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a terceira
razao € maior do que a segunda razao; e d) quantificar o tensoativo
nao iénico no eluato da etapa c). Em algumas modalidades, o polipep-
tideo se liga especificamente e ndo especificamente ao material de
cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca
de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo

na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c)
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compreende o polipeptideo ligado nédo especificamente. Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
composi¢gdo. Em algumas modalidades, a primeira razdo da fase mo-
vel B para a fase movel A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80
(tal como cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90,
12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zbes). Em algumas modalidades, a segunda razao esta entre cerca de
35:65 e cerca de 55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58,
44:56, 46:54, 48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa en-
tre essas razbées). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta en-
tre cerca de 80:20 e cerca de 100: O (tal como qualquer uma das
82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase
movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal co-
mo cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, inclu-
indo qualquer faixa entre estes valores) de hidroxido de amdnio em
agua. Em algumas modalidades, a fase mével B compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
esses valores) de hidroxido de aménio em metanol. Em algumas mo-
dalidades, a vazdo da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal
como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,3, 1,4, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalida-
des, o volume da composicédo aplicada ao material de cromatografia é
dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses
valores) yL. Em algumas modalidades, a etapa b) comega pelo menos

cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 11,
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1,2,1,3,14,15,1,6,1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apos a etapa a) ser
iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos
cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min.
Em algumas modalidades, a etapa c) comega pelo menos cerca de
0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2,
0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser terminada e
continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6,
2,8,3,31,3,2, 34, 3,6, 3,8,4,4,5, 5 ou mais) min. Em algumas moda-
lidades, o tensoativo n&o i6nico € um polissorbato. Em certas modali-
dades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algu-
mas modalidades, o tensoativo n&o ibnico € um poloxamero. Em al-
gumas modalidades, o poloxamero € um poloxamero P188. Em algu-
mas modalidades, a concentragdo do tensoativo ndo iénico (por exem-
plo, polissorbato ou poloxamero) na composicao esta na faixa de cerca
de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2,
0,3, 04, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao compreende adicio-
nalmente N-acetil triptofano e/ou metionina. Em algumas modalidades,
a concentracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cerca de
0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algu-
mas modalidades, a concentracdo de metionina na composicao varia
de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a con-
centracao de polipeptideo na composicdo é de cerca de 1 mg/mL a
cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢ao tem um

pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8,
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50, 52, 54, 56, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a com-
posicdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes selecio-
nados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tampao,
um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a
composicdo € uma formulacdo farmacéutica adequada para adminis-
tracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um po-
lipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina terapéuti-
ca € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto compreende um polimero de troca catidnica forte de fase rever-
sa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende uma fracdo de acido sulfénico.
Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catio-
nica de modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca catibnica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catidnica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo ibnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-
tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em
algumas modalidades, a quantificacdo do tensoativo ndo ibnico com-
preende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca
de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%
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ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[00104] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo n&o ibnico em uma composi¢do compreen-
dendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cado a um material de
cromatografia por troca catiébnica de modo misto, em que a composi-
cao é carregada no material de cromatografia em uma solugido com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase movel A compreende hidréxido de aménio em
agua e a fase moével B compreende hidroxido de amdnio em acetonitri-
la; b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto com uma solucdo compreendendo uma se-
gunda da fase mével B para a fase movel A, em que a segunda razao
€ maior do que a primeira razio; c) eluir o tensoativo nao idnico a partir
do material de cromatografia com uma solugédo compreendendo uma
terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a terceira
razado € maior do que a segunda razao; e d) quantificar o tensoativo
nao idnico no eluato da etapa c). Em algumas modalidades, o polipep-
tideo se liga especificamente e ndo especificamente ao material de
cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca
de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo
na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c)
compreende o polipeptideo ligado ndo especificamente. Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
composi¢cdo. Em algumas modalidades, a primeira razdo da fase mé-
vel B para a fase moével A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80
(tal como cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90,
12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas ra-

Peticéo 870200098699, de 06/08/2020, pag. 94/266



91/251

zdes). Em algumas modalidades, a segunda razao esta entre cerca de
35:65 e cerca de 55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58,
44:56, 46:54, 48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa en-
tre essas razbes). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta en-
tre cerca de 80:20 e cerca de 100: 0 (tal como qualquer uma das
82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase
movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal co-
mo cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, inclu-
indo qualquer faixa entre estes valores) de hidroxido de aménio em
agua. Em algumas modalidades, a fase movel B compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
esses valores) de hidroxido de aménio em acetonitrila. Em algumas
modalidades, a vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5
(tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,1,3,1,4,15,1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas mo-
dalidades, o volume da composi¢cao aplicada ao material de cromato-
grafia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1, 2, 3, 4,
5 6,7,8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa
entre esses valores) uL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca
pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8,
091,11,12,13,14,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a
etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal como
pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 50u
mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo menos
cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser termi-
nada e continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2,
24,26, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algu-
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mas modalidades, o tensoativo nao iénico é um polissorbato. Em cer-
tas modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80.
Em algumas modalidades, o tensoativo ndo ibnico € um poloxamero.
Em algumas modalidades, o poloxamero € um poloxamero P188. Em
algumas modalidades, a concentracdo do tensoativo nao idnico (por
exemplo, polissorbato ou poloxamero) na composigao esta na faixa de
cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, incluindo qualquer faixa en-
tre esses valores). Em algumas modalidades, a composicdo compre-
ende adicionalmente N-acetil triptofano e/ou metionina. Em algumas
modalidades, a concentracdo de N-acetil triptofano na composicéo va-
ria de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5,
1,2,3,4,5,6,7, 8 ou9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a concentragdo de metionina na com-
posicao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca
de 0,2,0,5,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90
mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas moda-
lidades, a concentragao de polipeptideo na composicao € de cerca de
1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cao
tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos
46,4,8,5,0,5,2,54,5,6,5,8,6,0,6,2,64,6,6,6,8,7,0,7,2, 7,4, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cao compreende adicionalmente um ou mais excipientes sele-
cionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tam-
pao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalida-
des, a composicdo € uma formulagdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo &

um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina te-
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rapéutica € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anti-
corpo humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um
anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengi-
neered"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-
farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em
algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica
de modo misto compreende um polimero de troca catiénica forte de fa-
se reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca catidnica de modo misto compreende uma fracao de acido sulfé-
nico. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo idnico é quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-
tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em
algumas modalidades, a quantificagcdo do tensoativo ndo ibnico com-
preende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca
de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%
ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[00105] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo nao ibnico em uma composi¢cao compreen-
dendo o tensoativo ndo ibnico e um polipeptideo, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composigdo a um material de
cromatografia por troca catiébnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugédo com-

preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
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movel A entre cerca de 5:95 e cerca de 15:85, em que a fase movel A
compreende hidroxido de amdnio em agua e a fase movel B compre-
ende hidroxido de amdnio em um solvente organico; b) eluir o polipep-
tideo a partir do material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto com uma solugdo compreendendo uma segunda razédo da fase
movel B para a fase movel A entre cerca de 40:60 e cerca de 50:50; c)
eluir o tensoativo nao idnico a partir do material de cromatografia com
uma solugao compreendendo uma terceira razao da fase movel B para
a fase movel A entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0 e d) quantificar o
tensoativo no eluato da etapa c). Em algumas modalidades, o polipep-
tideo se liga especificamente e ndo especificamente ao material de
cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca
de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo
na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c)
compreende o polipeptideo ligado nédo especificamente. Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
composi¢gdo. Em algumas modalidades, o solvente organico da fase
movel B é metanol. Em algumas modalidades, o solvente organico da
fase movel B é acetonitrila. Em algumas modalidades, a primeira razao
da fase mével B para a fase movel A esta entre cerca de 0:100 e cerca
de 20:80 (tal como cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92,
10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre es-
sas razdes). Em algumas modalidades, a segunda razéo esta entre
cerca de 35:65 e cerca de 55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62,
40:60, 42:58, 44:56, 46:54, 48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo
qualquer faixa entre essas razées). Em algumas modalidades, a tercei-
ra razao esta entre cerca de 80:20 e cerca de 100: 0 (tal como qual-
quer uma das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e
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98: 2, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas mo-
dalidades, a fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de
5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de hidréxido
de aménio em agua. Em algumas modalidades, a fase movel B com-
preende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) de hidroxido de amonio no solvente organico
(por exemplo, metanol ou acetonitrila). Em algumas modalidades, a
vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca
de 0,7,0,9,1,1,1,3,1,4,1,5,1,7,1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer fai-
xa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volu-
me da composi¢ao aplicada ao material de cromatografia € dentre cer-
cade 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores)
ML. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de
0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3,
1,4,1,5,1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada
e continua por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos cerca de
22,24,26, 28, 3, 3,2,3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algu-
mas modalidades, a etapa c¢) comeca pelo menos cerca de 0,05 (tal
como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser terminada e continua
por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3,
3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalida-
des, o tensoativo ndo idnico € um polissorbato. Em certas modalida-
des, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas
modalidades, o tensoativo ndo ibnico € um poloxamero. Em algumas
modalidades, o poloxamero é um poloxamero P188. Em algumas mo-

dalidades, a concentracdo do tensoativo nao idnico (por exemplo, po-
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lissorbato ou poloxdmero) na composicao esta na faixa de cerca de
0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3,
04,0,5,0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a composi¢do compreende adicional-
mente N-acetil triptofano e/ou metionina. Em algumas modalidades, a
concentracao de N-acetil triptofano na composi¢cao varia de cerca de
0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algu-
mas modalidades, a concentragdo de metionina na composigéo varia
de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a con-
centracdo de polipeptideo na composi¢ao € de cerca de 1 mg/mL a
cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢gado tem um
pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8,
50, 52, 54, 56, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a com-
posicdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes selecio-
nados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tampao,
um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a
composicdo € uma formulacdo farmacéutica adequada para adminis-
tracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um po-
lipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina terapéuti-
ca € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB™-farmaco. Em algumas
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modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto compreende um polimero de troca catidnica forte de fase rever-
sa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende uma fracado de acido sulfénico.
Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catio-
nica de modo misto compreende um suporte solido. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca catidbnica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catibénica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo idnico é quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-
tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em
algumas modalidades, a quantificagcdo do tensoativo ndo ibnico com-
preende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca
de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%
ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[00106] Quando um produto contendo N-acetil triptofano (NAT) na
formulacéao é testado usando condi¢cdes de HPLC-ELSD, ha uma inter-
feréncia significativa observada na regidao PS20. Portanto, em algumas
circunstancias, condi¢des alternativas sdo necessarias para eliminar
tanto NAT quanto a proteina relacionada a interferéncia.

[00107] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um tensoativo nao ibnico em uma composi¢cao compreen-
dendo o tensoativo nao i6nico, um polipeptideo e N-acetil triptofano,
em que o método compreende as etapas de a) aplicar a composi¢ao a
um material de cromatografia por troca catibnica de modo misto, em
que a composi¢cao é carregada no material de cromatografia em uma

solugdo compreendendo uma primeira razdo de uma fase movel B pa-
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ra uma fase moével A, em que a fase movel A compreende hidréxido de
amoOnio em agua e a fase mével B compreende hidroxido de aménio
em um solvente orgéanico; b) eluir o polipeptideo a partir do material de
cromatografia por troca catibnica de modo misto com uma solugao
compreendendo uma segunda da fase moével B para a fase movel A,
em que a segunda razdo é maior do que a primeira razao; c) eluir o
tensoativo n&o ibnico a partir do material de cromatografia com uma
solucdo compreendendo uma terceira razao da fase mével B para a
fase movel A, em que a terceira razdo é maior do que a segunda ra-
zao; e d) quantificar o tensoativo ndo idnico no eluato da etapa c). Em
algumas modalidades, o polipeptideo se liga especificamente e nao
especificamente ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de
90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalida-
des, o eluato a partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado
nao especificamente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c)
compreende menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou
menos) do polipeptideo total na composi¢do. Em algumas modalida-
des, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca de 5% (tal co-
mo menor que cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%,
ou menos) do NAT total na composi¢do. Em algumas modalidades, o
solvente organico da fase movel B € metanol. Em algumas modalida-
des, o solvente organico da fase moével B € acetonitrila. Em algumas
modalidades, a primeira razdo da fase moével B para a fase moével A
esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qual-
quer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e
18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razées). Em algumas mo-
dalidades, a segunda razao esta entre cerca de 35:65 e cerca de
55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54, 48:
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52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas razdes).
Em algumas modalidades, a terceira razdo esta entre cerca de 80:20 e
cerca de 100: 0 (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16, 86:14,
88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A compreende
entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%,
1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa
entre estes valores) de hidroxido de aménio em agua. Em algumas
modalidades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca
de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hidréxido
de ambnio no solvente organico (por exemplo, metanol ou acetonitrila).
Em algumas modalidades, a vazao da cromatografia esta entre cerca
de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,1,3,1,4,1,5,1,7, 1,9, 2,1
e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em al-
gumas modalidades, o volume da composic¢ao aplicada ao material de
cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a etapa b)
comecga pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6,
0,7,0,8,09,1,11,12,1,3,14,15,1,6,1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min
apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal
como pelo menos cerca de 2,2, 24, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4,
4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo
menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser
terminada e continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de
22,24,26, 28, 3, 31, 3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em
algumas modalidades, o tensoativo ndo i6nico € um polissorbato. Em

certas modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato
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80. Em algumas modalidades, o tensoativo nao iénico € um poloxame-
ro. Em algumas modalidades, o poloxamero € um poloxamero P188.
Em algumas modalidades, a concentragdo do tensoativo n&o ibnico
(por exemplo, polissorbato ou poloxadmero) na composig¢ao esta na fai-
xa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01,
0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 € 0,9%, incluindo qualquer fai-
xa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentracédo de
N-acetil triptofano na composic¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de
10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 ou 9 mM, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢ao compreende adicionalmente metionina. Em algumas mo-
dalidades, a concentracdo de metionina na composi¢céo varia de cerca
de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragéo
de polipeptideo na composigcao € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250
mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160,
180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de
4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 54,
5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao com-
preende adicionalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o
grupo que consiste em um estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e
um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a composicao é
uma formulacdo farmacéutica adequada para administracdo a um su-
jeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo tera-
péutico. Em algumas modalidades, a proteina terapéutica € um anti-
corpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado,

um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multies-
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pecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um frag-
mento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THI-
OMAB™, um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas moda-
lidades, o material de cromatografia por troca catidbnica de modo misto
compreende um polimero de troca cationica forte de fase reversa. Em
algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica
de modo misto compreende uma fragdo de acido sulfénico. Em algu-
mas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de
modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas modalidades,
o material de cromatografia por troca catibnica de modo misto esta
contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catidbnica de modo misto € um material de croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca catibnica € um material de
cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o detergente
nao idnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo
(ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em al-
gumas modalidades, a quantificacdo do detergente n&o ibnico com-
preende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca
de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%
ou menos) de interferéncia a partir do polipeptideo.

[00108] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
lissorbato e um polipeptideo, em que o método compreende as etapas
de a) aplicar a composi¢gao a um material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto, em que a composig¢ao € carregada no mate-
rial de cromatografia em uma solugdo compreendendo uma primeira
razdo de uma fase mével B para uma fase movel A, em que a fase
movel A compreende hidroxido de amdnio em agua e a fase mével B

compreende hidroxido de amdnio em um solvente organico; b) eluir o
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polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca catiénica
de modo misto com uma solucdo compreendendo uma segunda da fa-
se movel B para a fase movel A, em que a segunda razdo € maior do
que a primeira razéo; c) eluir o polissorbato a partir do material de
cromatografia com uma solugdo compreendendo uma terceira razao
da fase movel B para a fase movel A, em que a terceira razao € maior
do que a segunda razao; e d) quantificar o polissorbato no eluato da
etapa c). Em algumas modalidades, o polipeptideo se liga especifica-
mente e ndo especificamente ao material de cromatografia, e pelo me-
nos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algu-
mas modalidades, o eluato a partir da etapa c) compreende o polipep-
tideo ligado ndo especificamente. Em algumas modalidades, o eluato
da etapa c) compreende menos de cerca de 10% (tal como menor que
cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,
0,01%, ou menos) do polipeptideo total na composicdo. Em algumas
modalidades, o solvente organico da fase moével B € metanol. Em al-
gumas modalidades, o solvente organico da fase mével B é acetonitri-
la. Em algumas modalidades, a primeira razao da fase movel B para a
fase movel A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como
cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86,
16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algu-
mas modalidades, a segunda razéo esta entre cerca de 35:65 e cerca
de 55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54,
48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zbes). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta entre cerca de
80:20 e cerca de 100: O (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16,
86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A com-

preende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
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0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre estes valores) de hidroxido de aménio em agua. Em algu-
mas modalidades, a fase mdvel B compreende entre cerca de 0,5% e
cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hi-
droxido de amdnio no solvente orgéanico (por exemplo, metanol ou ace-
tonitrila). Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta en-
tre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,1,3, 1,4, 1,5, 1,7,
1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.
Em algumas modalidades, o volume da composi¢cédo aplicada ao mate-
rial de cromatografia é dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca
de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a
etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca
de 0,6, 0,7, 0,8, 09,1, 11,12, 13, 14, 15,16, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou
mais) min apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cer-
ca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4,
3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c)
comega pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de
0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min
apods a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos 2 (tal como
pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5,
5 ou mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato € polissorbato
20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a concentragao do
polissorbato na composigcédo esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0%
(p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em al-
gumas modalidades, a composicdo compreende adicionalmente N-
acetil triptofano e/ou metionina. Em algumas modalidades, a concen-

tracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cerca de 0,1 mM
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a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2,0,5,1,2,3,4,5,6,7,80u9
mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas moda-
lidades, a concentragdo de metionina na composic¢ao varia de cerca de
0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer fai-
xa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragéo de
polipeptideo na composigao é de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250
mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160,
180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de
4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 54,
5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao com-
preende adicionalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o
grupo que consiste em um estabilizador, um tampao, um tensoativo e
um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a composicao é
uma formulacdo farmacéutica adequada para administracdo a um su-
jeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo tera-
péutico. Em algumas modalidades, a proteina terapéutica € um anti-
corpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado,
um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multies-
pecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um frag-
mento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THI-
OMAB™, um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas moda-
lidades, o material de cromatografia por troca catidbnica de modo misto
compreende um polimero de troca cationica forte de fase reversa. Em
algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica
de modo misto compreende uma fragdo de acido sulfénico. Em algu-
mas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de

modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas modalidades,
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o material de cromatografia por troca catibnica de modo misto esta
contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catidbnica de modo misto € um material de croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca catibnica € um material de
cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o detergente
nao idnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo
(ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em al-
gumas modalidades, a quantificagdo do polissorbato compreende me-
nos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%,
7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos)
de interferéncia a partir do polipeptideo.

[00109] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca catidbnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugédo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase mével A compreende hidroxido de ambnio em
agua e a fase mével B compreende hidréxido de amdnio em metanol;
b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto com uma solucdo compreendendo uma se-
gunda razéo da fase movel B para a fase movel A, em que a segunda
razao € maior do que a primeira razao; c) eluir o polissorbato a partir
do material de cromatografia com uma solu¢do compreendendo uma
terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a terceira
razdo é maior do que a segunda razao; e d) quantificar o polissorbato
no eluato da etapa c), em que a quantificagdo do polissorbato compre-

ende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de
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9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou
menos) de interferéncia a partir do polipeptideo e do NAT. Em algumas
modalidades, o polipeptideo se liga especificamente e ndo especifica-
mente ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal
como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos
eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalidades, o elua-
to a partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado ndo especifi-
camente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c) compreende
menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
polipeptideo total na composicdo. Em algumas modalidades, o eluato
da etapa c) compreende menos de cerca de 5% (tal como menor que
cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
NAT total na composigdo. Em algumas modalidades, o solvente orga-
nico da fase movel B é metanol. Em algumas modalidades, o solvente
organico da fase mével B é acetonitrila. Em algumas modalidades, a
primeira razdo da fase moével B para a fase movel A esta entre cerca
de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qualquer uma das 2:98,
4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e 18:82, incluindo qual-
quer faixa entre essas razdes). Em algumas modalidades, a segunda
razao esta entre cerca de 35:65 e cerca de 55:45 (tal como cerca de
36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54, 48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46,
incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algumas modalida-
des, a terceira razao esta entre cerca de 80:20 e cerca de 100: O (tal
como qualquer uma das 82:18, 84:16, 86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6,
96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algu-
mas modalidades, a fase mével A compreende entre cerca de 0,5% e
cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de hi-

droxido de aménio em agua. Em algumas modalidades, a fase mével B
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compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca
de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qual-
quer faixa entre esses valores) de hidroxido de amdnio no solvente or-
ganico (por exemplo, metanol ou acetonitrila). Em algumas modalida-
des, a vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como
cercade 0,7,0,9, 1,1, 1,3, 1,4, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qual-
quer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades,
o volume da composi¢ao aplicada ao material de cromatografia € den-
tre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4,5,6,7, 8, 9,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses va-
lores) yL. Em algumas modalidades, a etapa b) comega pelo menos
cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 11,
1,2,1,3,1,4,15,1,6,1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apos a etapa a) ser
iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos
cercade 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min.
Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo menos cerca de
0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2,
0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser terminada e
continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6,
2,8, 3,31,3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5 5 ou mais) min. Em certas modali-
dades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algu-
mas modalidades, a concentracdo do polissorbato na composicao esta
na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005,
0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qual-
quer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concen-
tracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cerca de 0,1 mM
a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2,0,5,1,2,3,4,5,6,7,80u9
mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas moda-
lidades, a composicdo compreende adicionalmente metionina. Em al-

gumas modalidades, a concentracdo de metionina na composi¢cao va-
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ria de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5,
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluin-
do qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
concentragao de polipeptideo na composi¢ao é de cerca de 1 mg/mL a
cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢gado tem um
pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8,
50, 5,2, 54, 56, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a com-
posicdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes selecio-
nados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tampao,
um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a
composicdo € uma formulacdo farmacéutica adequada para adminis-
tracao a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um po-
lipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina terapéuti-
ca € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anti-
corpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoenginee-
red"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco,
um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB™-farmaco. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto compreende um polimero de troca catidnica forte de fase rever-
sa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende uma fracdo de acido sulfénico.
Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catio-
nica de modo misto compreende um suporte solido. Em algumas mo-
dalidades, o material de cromatografia por troca catidbnica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-

rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
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de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catidnica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo idnico é quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-
tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD).

[00110] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cado a um material de
cromatografia por troca catibnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase mével A compreende hidroxido de ambnio em
agua e a fase mével B compreende hidréxido de amdnio em metanol;
b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto com uma solucdo compreendendo uma se-
gunda razéo da fase movel B para a fase movel A, em que a segunda
razao € maior do que a primeira razao; c) eluir o polissorbato a partir
do material de cromatografia com uma solu¢do compreendendo uma
terceira razao da fase movel B para a fase movel A, em que a terceira
razdo é maior do que a segunda razao; e d) quantificar o polissorbato
no eluato da etapa c), em que o eluato a partir da etapa c) compreen-
de menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%,
8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou me-
nos) do polipeptideo total na composigcdo e menos do que cerca de 5%
(tal como menos do que cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01% ou menos) do NAT total na composicdo. Em algumas
modalidades, o solvente organico da fase moével B € metanol. Em al-
gumas modalidades, o solvente organico da fase mével B é acetonitri-

la. Em algumas modalidades, a primeira razao da fase movel B para a
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fase movel A esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como
cerca de qualquer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86,
16:84 e 18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algu-
mas modalidades, a segunda razéo esta entre cerca de 35:65 e cerca
de 55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54,
48: 52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas ra-
zbes). Em algumas modalidades, a terceira razdo esta entre cerca de
80:20 e cerca de 100: 0 (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16,
86:14, 88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A com-
preende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre estes valores) de hidréxido de aménio em agua. Em algu-
mas modalidades, a fase mdvel B compreende entre cerca de 0,5% e
cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hi-
droxido de amoénio no solvente organico (por exemplo, metanol ou ace-
tonitrila). Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta en-
tre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7,0,9, 1,1, 1,3, 1,4,1,5,1,7,
1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.
Em algumas modalidades, o volume da composi¢cédo aplicada ao mate-
rial de cromatografia é dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca
de 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo
qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a
etapa b) comecga pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca
de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,11, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 16, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou
mais) min apos a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cer-
ca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 24, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4,
3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c)

comega pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de

Peticao 870200098699, de 06/08/2020, pag. 114/266



111/251

0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min
apods a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos 2 (tal como
pelo menos cerca de 2,2, 24, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5,
5 ou mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato € polissorbato
20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a concentragao do
polissorbato na composigédo esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0%
(p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em al-
gumas modalidades, a concentracao de N-acetil triptofano na compo-
sicdo varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de
0,2,0,5, 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8 ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢gdo compreende
adicionalmente metionina. Em algumas modalidades, a concentragao
de metionina na composic¢éo varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100
mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores).
Em algumas modalidades, a concentragcédo de polipeptideo na compo-
sicdo é de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de
2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240
mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5
(tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4,
6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composicao compreende adicionalmente um
ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que consiste em um
estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e um agente de tonicidade.
Em algumas modalidades, a composi¢cao € uma formulagédo farmacéu-
tica adequada para administracdo a um sujeito. Em algumas modali-
dades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em algumas mo-

dalidades, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal, um anti-
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corpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo humano,
um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo
glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um
conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de
THIOMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca catibnica de modo misto compreende um polimero
de troca catidnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o
material de cromatografia por troca catibnica de modo misto compre-
ende uma fragao de acido sulfénico. Em algumas modalidades, o ma-
terial de cromatografia por troca catidnica de modo misto compreende
um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca catibnica de modo misto esta contido em uma coluna.
Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catio-
nica de modo misto € um material de cromatografia liquida de alto de-
sempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromato-
grafia por troca catiénica € um material de cromatografia Oasis® MCX.
Em algumas modalidades, o detergente nio ibnico é quantificado por
Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um Detector de
Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a quantificagcao
do polissorbato compreende menos do que cerca de 10% (tal como
menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%,
0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir do polipepti-
deo e do NAT.

[00111] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composigdo a um material de
cromatografia por troca catiébnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugédo com-

preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
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movel A, em que a fase mével A compreende hidroxido de ambnio em
agua e a fase mével B compreende hidréoxido de amdnio em metanol;
b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto com uma solugdo compreendendo uma se-
gunda da fase movel B para a fase movel A, em que a segunda razao
€ maior do que a primeira razao; c) eluir o polissorbato a partir do ma-
terial de cromatografia com uma solugdo compreendendo uma terceira
razao da fase moével B para a fase movel A, em que a terceira razao é
maior do que a segunda razio; e d) quantificar o polissorbato no elua-
to da etapa c). Em algumas modalidades, o polipeptideo se liga espe-
cificamente e ndo especificamente ao material de cromatografia, e pelo
menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em
algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c¢) compreende o poli-
peptideo ligado ndo especificamente. Em algumas modalidades, o
eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de 10% (tal como me-
nor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na composi¢cdo. Em al-
gumas modalidades, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca
de 5% (tal como menor que cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01%, ou menos) do NAT total na composi¢do. Em algumas
modalidades, a primeira razdo da fase moével B para a fase mével A
esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qual-
quer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e
18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razdes). Em algumas mo-
dalidades, a segunda razdo esta entre cerca de 35:65 e cerca de
55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54, 48:
52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas razdes).
Em algumas modalidades, a terceira razao esta entre cerca de 80:20 e

cerca de 100: 0 (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16, 86:14,
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88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A compreende
entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%,
1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa
entre estes valores) de hidroxido de aménio em agua. Em algumas
modalidades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca
de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hidréxido
de amdnio em metanol. Em algumas modalidades, a vazdo da croma-
tografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,
1,3, 1,4, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses
valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume da composi-
cao aplicada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca
de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) uL. Em algumas
modalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como
pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada e continua
por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6,
2,8, 3, 3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalida-
des, a etapa c) comeca pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou
mais) min apos a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos 2
(tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6,
3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato &
polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a con-
centracdo do polissorbato na composi¢cdo esta na faixa de cerca de
0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3,
04,0,5,0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valo-

res). Em algumas modalidades, a concentracdo de N-acetil triptofano
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na composic¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como
cercade 0,2,0,5,1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ou 9 mM, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cdo com-
preende adicionalmente metionina. Em algumas modalidades, a con-
centracdo de metionina na composi¢ao varia de cerca de 0,1 mM a
cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a concentracédo de polipep-
tideo na composicéo € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal
como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composi¢gdo compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tampao, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢cao € uma formu-
lacdo farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal,
um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo
humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um an-
ticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anti-
corpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um con-
jugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca catidbnica de modo misto compreende um
polimero de troca catidnica forte de fase reversa. Em algumas modali-
dades, o material de cromatografia por troca catiébnica de modo misto

compreende uma fragdo de acido sulfénico. Em algumas modalidades,
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o material de cromatografia por troca catiénica de modo misto compre-
ende um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catibnica de modo misto esta contido em uma co-
luna. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto € um material de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca catidnica € um material de cromatografia Oasis®
MCX. Em algumas modalidades, o detergente ndo iénico é quantifica-
do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
tector de Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a
quantificacdo do polissorbato compreende menos do que cerca de
10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir
do polipeptideo e do NAT.

[00112] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composigdo a um material de
cromatografia por troca catidbnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A, em que a fase mével A compreende hidroxido de ambnio em
agua e a fase moével B compreende hidroxido de amdnio em acetonitri-
la; b) eluir o polipeptideo a partir do material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto com uma solugdo compreendendo uma se-
gunda da fase movel B para a fase movel A, em que a segunda razao
€ maior do que a primeira razao; c) eluir o polissorbato a partir do ma-
terial de cromatografia com uma solugdo compreendendo uma terceira
razao da fase moével B para a fase movel A, em que a terceira razao é

maior do que a segunda razio; e d) quantificar o polissorbato no elua-
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to da etapa c). Em algumas modalidades, o polipeptideo se liga espe-
cificamente e n&o especificamente ao material de cromatografia, e pelo
menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo na etapa b). Em
algumas modalidades, o eluato a partir da etapa ¢) compreende o poli-
peptideo ligado ndo especificamente. Em algumas modalidades, o
eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de 10% (tal como me-
nor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na composicdo. Em al-
gumas modalidades, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca
de 5% (tal como menor que cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01%, ou menos) do NAT total na composi¢édo. Em algumas
modalidades, a primeira razdo da fase moével B para a fase moével A
esta entre cerca de 0:100 e cerca de 20:80 (tal como cerca de qual-
quer uma das 2:98, 4:96, 6:94, 8:92, 10: 90, 12:88, 14:86, 16:84 e
18:82, incluindo qualquer faixa entre essas razées). Em algumas mo-
dalidades, a segunda razao esta entre cerca de 35:65 e cerca de
55:45 (tal como cerca de 36:64, 38:62, 40:60, 42:58, 44:56, 46:54, 48:
52, 50:50, 52:48 e 54:46, incluindo qualquer faixa entre essas razdes).
Em algumas modalidades, a terceira razao esta entre cerca de 80:20 e
cerca de 100: 0 (tal como qualquer uma das 82:18, 84:16, 86:14,
88:12, 90:10, 92: 8, 94: 6, 96: 4 e 98: 2, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a fase mével A compreende
entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%,
1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa
entre estes valores) de hidroxido de aménio em agua. Em algumas
modalidades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca
de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%,
4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hidréxido

de amdnio em acetonitrila. Em algumas modalidades, a vazao da cro-
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matografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9,
1,1,1,3,1,4,15,1,7,1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre es-
ses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume da com-
posicdo aplicada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e
cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yL. Em
algumas modalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal
como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,
1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apos a etapa a) ser iniciada e conti-
nua por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4,
26,28, 3,3,2,34,3,6,3,8,4,4,5, 50u mais) min. Em algumas moda-
lidades, a etapa c) comeca pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo
menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2
ou mais) min apoés a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos
2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6,
3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato &
polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a con-
centracdo do polissorbato na composicao esta na faixa de cerca de
0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3,
04,0,5,0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a concentracdo de N-acetil triptofano
na composic¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como
cercade 0,2,0,5,1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ou 9 mM, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cdo com-
preende adicionalmente metionina. Em algumas modalidades, a con-
centracdo de metionina na composi¢ao varia de cerca de 0,1 mM a
cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a concentracédo de polipep-

tideo na composicéo € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal
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como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composigdo compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢do € uma formu-
lacdo farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal,
um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo
humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um an-
ticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anti-
corpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um con-
jugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca catidbnica de modo misto compreende um
polimero de troca catidnica forte de fase reversa. Em algumas modali-
dades, o material de cromatografia por troca catiébnica de modo misto
compreende uma fragdo de acido sulfénico. Em algumas modalidades,
o material de cromatografia por troca catiénica de modo misto compre-
ende um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catibnica de modo misto esta contido em uma co-
luna. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto € um material de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca catidnica € um material de cromatografia Oasis®
MCX. Em algumas modalidades, o detergente ndo i6nico é quantifica-

do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
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tector de Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a
quantificacdo do polissorbato compreende menos do que cerca de
10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir
do polipeptideo e do NAT.

[00113] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e um N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cado a um material de
cromatografia por troca catibnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A entre cerca de 5:95 e cerca de 15:85, em que a fase movel A
compreende hidroxido de amdnio em agua e a fase movel B compre-
ende hidréxido de amdnio em um solvente orgéanico; b) eluir o polipep-
tideo a partir do material de cromatografia por troca catibnica de modo
misto com uma solugdo compreendendo uma segunda raz&o da fase
movel B para a fase movel A entre cerca de 40:60 e cerca de 50:50; c)
eluir o polissorbato a partir do material de cromatografia com uma so-
lucdo compreendendo uma terceira razao da fase movel B para a fase
movel A entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0 e d) quantificar o polis-
sorbato no eluato da etapa c). Em algumas modalidades, o polipepti-
deo se liga especificamente e ndo especificamente ao material de
cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal como pelo menos cerca
de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos eluatos de polipeptideo
na etapa b). Em algumas modalidades, o eluato a partir da etapa c)
compreende o polipeptideo ligado nédo especificamente. Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
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composi¢cdo. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c) compre-
ende menos de cerca de 5% (tal como menor que cerca de 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do NAT total na com-
posicdo. Em algumas modalidades, o solvente organico da fase movel
B é metanol. Em algumas modalidades, o solvente orgénico da fase
movel B é acetonitrila. Em algumas modalidades, a primeira razao da
fase moével B para a fase movel A é de cerca de 10:90. Em algumas
modalidades, a segunda razao é de cerca de 45:55. Em algumas mo-
dalidades, a terceira razdo € de cerca de 100:0. Em algumas modali-
dades, a fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5%
(v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e
4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de hidroxido de
aménio em agua. Em algumas modalidades, a fase moével B compre-
ende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) de hidroxido de amdnio no solvente organico
(por exemplo, metanol ou acetonitrila). Em algumas modalidades, a
vazao da cromatografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca
de 0,7,0,9,1,1,1,3,1,4,15,1,7,1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer fai-
xa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volu-
me da composigdo aplicada ao material de cromatografia € dentre cer-
ca de 1 e cerca de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4,5,6,7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores)
ML. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de
0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3,
1,4,1,5,1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada
e continua por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos cerca de
22,24,26, 2,8, 3, 3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algu-
mas modalidades, a etapa c) comega pelo menos cerca de 0,05 (tal
como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
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0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apos a etapa b) ser terminada e continua
por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3,
3,1, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em certas modalidades, o
polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modali-
dades, a concentragcédo do polissorbato na composicéo esta na faixa de
cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa en-
tre esses valores). Em algumas modalidades, a concentragdo de N-
acetil triptofano na composigcao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de
10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 ou 9 mM, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cdo compreende adicionalmente metionina. Em algumas mo-
dalidades, a concentracido de metionina na composicao varia de cerca
de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a concentracéo
de polipeptideo na composigao € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250
mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160,
180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a composigao tem um pH de cerca de
4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 54,
5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cdo com-
preende adicionalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o
grupo que consiste em um estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e
um agente de tonicidade. Em algumas modalidades, a composicao é
uma formulacdo farmacéutica adequada para administracdo a um su-
jeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo tera-
péutico. Em algumas modalidades, a proteina terapéutica € um anti-

corpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado,
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um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multies-
pecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um frag-
mento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THI-
OMAB™  um conjugado de THIOMAB™-farmaco. Em algumas moda-
lidades, o material de cromatografia por troca catibnica de modo misto
compreende um polimero de troca cationica forte de fase reversa. Em
algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catidénica
de modo misto compreende uma fragdo de acido sulfénico. Em algu-
mas modalidades, o material de cromatografia por troca catidnica de
modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas modalidades,
o material de cromatografia por troca catibnica de modo misto esta
contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catidbnica de modo misto € um material de croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas modalida-
des, o material de cromatografia por troca catibnica € um material de
cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o detergente
nao idnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo
(ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em al-
gumas modalidades, a quantificagdo do polissorbato compreende me-
nos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%,
7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos)
de interferéncia a partir do polipeptideo e do NAT.

[00114] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e um N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca catiébnica de modo misto, em que a composi-
cdo é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase

movel A entre cerca de 5:95 e cerca de 15:85, em que a fase moével A
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compreende hidréxido de aménio em agua e a fase mével B compre-
ende hidroxido de amoénio em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir
do material de cromatografia por troca catibnica de modo misto com
uma solugdo compreendendo uma segunda razao da fase movel B pa-
ra a fase movel A entre cerca de 40:60 e cerca de 50:50; c) eluir o po-
lissorbato a partir do material de cromatografia com uma solugédo com-
preendendo uma terceira razdo da fase moével B para a fase mével A
entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0; e d) quantificar o polissorbato
no eluato da etapa c), em que a quantificacdo do polissorbato compre-
ende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou
menos) de interferéncia a partir do polipeptideo e do NAT. Em algumas
modalidades, o polipeptideo se liga especificamente e n&do especifica-
mente ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal
como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos
eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalidades, o elua-
to a partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado ndo especifi-
camente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c) compreende
menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
polipeptideo total na composi¢gdo. Em algumas modalidades, o eluato
da etapa c) compreende menos de cerca de 5% (tal como menor que
cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
NAT total na composigdo. Em algumas modalidades, a primeira razdo
da fase mével B para a fase movel A é de cerca de 10:90. Em algumas
modalidades, a segunda razdo € de cerca de 45:55. Em algumas mo-
dalidades, a terceira razao é de cerca de 100:0. Em algumas modali-
dades, a fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5%
(v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e

4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de hidroxido de
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amébnio em agua. Em algumas modalidades, a fase moével B compre-
ende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) de hidroxido de amdnio em metanol. Em al-
gumas modalidades, a vaz&do da cromatografia esta entre cerca de 0,5
e 2,5 (tal como cercade 0,7,0,9,1,1,1,3,1,4,15,1,7,1,9, 2,1 e 2,3,
incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em algumas
modalidades, o volume da composi¢ao aplicada ao material de croma-
tografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer faixa
entre esses valores) yL. Em algumas modalidades, a etapa b) comeca
pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8,
09,1,11,12,13,14,15,1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a
etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal como
pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 50u
mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo menos
cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09,
0,1,0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser termi-
nada e continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2,
24,26, 2,8, 3,31, 3,2,34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em certas
modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em
algumas modalidades, a concentragao do polissorbato na composig¢ao
esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a con-
centracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cerca de 0,1
mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1,2, 3,4,5,6,7, 8
ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a composicao compreende adicionalmente metionina.

Em algumas modalidades, a concentracdo de metionina na composi-
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¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de
02,05, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90
mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas moda-
lidades, a concentracao de polipeptideo na composicao € de cerca de
1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cao
tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos
46,4,8,5,0,5,2,54,56,5,8,6,0,6,2,64,6,6,6,8,7,0,7,2, 7,4, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cao compreende adicionalmente um ou mais excipientes sele-
cionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tam-
pao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalida-
des, a composicdo € uma formulagdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo &
um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina te-
rapéutica € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anti-
corpo humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimeérico, um
anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengi-
neered"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-
farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em
algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica
de modo misto compreende um polimero de troca catiénica forte de fa-
se reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca catiénica de modo misto compreende uma fracao de acido sulfé-
nico. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-

rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
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de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catidnica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo idnico é quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-
tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD).

[00115] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cdo compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e um N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cado a um material de
cromatografia por troca catibnica de modo misto, em que a composi-
¢cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A entre cerca de 5:95 e cerca de 15:85, em que a fase moével A
compreende hidroxido de amdnio em agua e a fase movel B compre-
ende hidroxido de amonio em metanol; b) eluir o polipeptideo a partir
do material de cromatografia por troca catibnica de modo misto com
uma solugado compreendendo uma segunda razao da fase mével B pa-
ra a fase movel A entre cerca de 40:60 e cerca de 50:50; c) eluir o po-
lissorbato a partir do material de cromatografia com uma solugido com-
preendendo uma terceira razdo da fase mével B para a fase movel A
entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0; e d) quantificar o polissorbato
no eluato da etapa c), em que o eluato da etapa c) compreende menos
do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) do
polipeptideo total na composicdo e menos do que cerca de 5% (tal
como menos do que cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,
0,01% ou menos) do NAT total na composi¢do. Em algumas modali-
dades, a primeira razdo da fase mével B para a fase movel A é de cer-
ca de 10:90. Em algumas modalidades, a segunda razao € de cerca

de 45:55. Em algumas modalidades, a terceira razdo € de cerca de
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100:0. Em algumas modalidades, a fase moével A compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
estes valores) de hidroxido de aménio em agua. Em algumas modali-
dades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5%
(v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e
4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hidroxido de
amonio em metanol. Em algumas modalidades, a vazdo da cromato-
grafia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,
1,3, 1,4, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses
valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume da composi-
cao aplicada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca
de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yuL. Em algumas
modalidades, a etapa b) comecga pelo menos cerca de 0,5 (tal como
pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada e continua
por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6,
2,8, 3, 3,2,34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalida-
des, a etapa c) comega pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou
mais) min apos a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos 2
(tal como pelo menos cerca de 2,2, 24, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6,
3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato &
polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a con-
centragdo do polissorbato na composigdo esta na faixa de cerca de
0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3,
04,0,5,0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a concentracdo de N-acetil triptofano

na composi¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como
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cercade 0,2,0,5,1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ou 9 mM, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cdo com-
preende adicionalmente metionina. Em algumas modalidades, a con-
centracdo de metionina na composi¢cao varia de cerca de 0,1 mM a
cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a concentragcédo de polipep-
tideo na composigao € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal
como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composi¢do tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composi¢gao compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tampéo, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢do € uma formu-
lagdo farmacéutica adequada para administragdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal,
um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo
humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um an-
ticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anti-
corpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um con-
jugado de THIOMAB™-farmaco. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca catidbnica de modo misto compreende um
polimero de troca catidnica forte de fase reversa. Em algumas modali-
dades, o material de cromatografia por troca catidbnica de modo misto
compreende uma fragédo de acido sulfénico. Em algumas modalidades,

o material de cromatografia por troca catidbnica de modo misto compre-
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ende um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catibnica de modo misto esta contido em uma co-
luna. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto é um material de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca catiénica é um material de cromatografia Oasis®
MCX. Em algumas modalidades, o detergente nao ibnico & quantifica-
do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
tector de Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a
quantificacdo do polissorbato compreende menos do que cerca de
10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir
do polipeptideo.

[00116] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-
lissorbato, um polipeptideo e um N-acetil triptofano, em que o método
compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um material de
cromatografia por troca catiébnica de modo misto, em que a composi-
cdo é carregada no material de cromatografia em uma solugido com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A entre cerca de 5:95 e cerca de 15:85, em que a fase moével A
compreende hidréxido de aménio em agua e a fase mével B compre-
ende hidroxido de aménio em acetonitrila; b) eluir o polipeptideo a par-
tir do material de cromatografia por troca catiébnica de modo misto com
uma solugdo compreendendo uma segunda razao da fase movel B pa-
ra a fase movel A entre cerca de 40:60 e cerca de 50:50; c) eluir o po-
lissorbato a partir do material de cromatografia com uma solugédo com-
preendendo uma terceira razdo da fase moével B para a fase mével A
entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0; e d) quantificar o polissorbato

no eluato da etapa c), em que a quantificacdo do polissorbato compre-
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ende menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou
menos) de interferéncia a partir do polipeptideo e do NAT. Em algumas
modalidades, o polipeptideo se liga especificamente e n&do especifica-
mente ao material de cromatografia, e pelo menos cerca de 90% (tal
como pelo menos cerca de 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) dos
eluatos de polipeptideo na etapa b). Em algumas modalidades, o elua-
to a partir da etapa c) compreende o polipeptideo ligado ndo especifi-
camente. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c) compreende
menos de cerca de 10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
polipeptideo total na composi¢gdo. Em algumas modalidades, o eluato
da etapa c¢) compreende menos de cerca de 5% (tal como menor que
cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do
NAT total na composigdo. Em algumas modalidades, a primeira razéo
da fase moével B para a fase movel A é de cerca de 10:90. Em algumas
modalidades, a segunda razdo € de cerca de 45:55. Em algumas mo-
dalidades, a terceira razao é de cerca de 100:0. Em algumas modali-
dades, a fase movel A compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5%
(v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e
4,5%, incluindo qualquer faixa entre estes valores) de hidroxido de
aménio em agua. Em algumas modalidades, a fase moével B compre-
ende entre cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de
0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) de hidréxido de amodnio em acetonitrila. Em
algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta entre cerca de
0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,1,3,1,4,15,1,7,1,9, 21 e
2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto. Em al-
gumas modalidades, o volume da composi¢ao aplicada ao material de

cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50 (tal como cerca de 1,
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2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45, incluindo qualquer
faixa entre esses valores) L. Em algumas modalidades, a etapa b)
comega pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6,
0,7,08,09,1,1,1,12,13,14,15, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min
apods a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal
como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4,
4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo
menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apos a etapa b) ser
terminada e continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de
22,24,26, 28, 3, 3,1, 3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em
certas modalidades, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato
80. Em algumas modalidades, a concentragdo do polissorbato na
composicao esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como
cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%,
incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalida-
des, a concentracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cer-
ca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8 ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composigao compreende adicionalmente me-
tionina. Em algumas modalidades, a concentragcdo de metionina na
composicao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como
cercade 0,2,0,5,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80
ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a concentracdo de polipeptideo na composicao € de cer-
ca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a com-
posicdo tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer
um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2,
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7,4, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modali-
dades, a composicdo compreende adicionalmente um ou mais excipi-
entes selecionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador,
um tampao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas
modalidades, a composicao é uma formulacdo farmacéutica adequada
para administragcao a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipep-
tideo é um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a pro-
teina terapéutica € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal,
um anticorpo humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quime-
rico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado
("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de an-
ticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB™-
farmaco. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca catibnica de modo misto compreende um polimero de troca ca-
tibnica forte de fase reversa. Em algumas modalidades, o material de
cromatografia por troca catidbnica de modo misto compreende uma fra-
cao de acido sulfénico. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catibnica de modo misto compreende um suporte
s6lido. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto esta contido em uma coluna. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto € um material de cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca catidnica € um material de cromatografia Oasis® MCX. Em algu-
mas modalidades, o detergente n&o i6nico é quantificado por Espa-
Ihamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um Detector de Ae-
rossol Carregado (CAD).

[00117] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar um polissorbato em uma composi¢cao compreendendo o po-

lissorbato, um polipeptideo e um N-acetil triptofano, em que o método
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compreende as etapas de a) aplicar a composigdo a um material de
cromatografia por troca catidbnica de modo misto, em que a composi-
cao é carregada no material de cromatografia em uma solugdo com-
preendendo uma primeira razao de uma fase movel B para uma fase
movel A entre cerca de 5:95 e cerca de 15:85, em que a fase moével A
compreende hidréxido de aménio em agua e a fase mével B compre-
ende hidroxido de aménio em acetonitrila; b) eluir o polipeptideo a par-
tir do material de cromatografia por troca catiénica de modo misto com
uma solugado compreendendo uma segunda razao da fase mével B pa-
ra a fase movel A entre cerca de 40:60 e cerca de 50:50; c) eluir o po-
lissorbato a partir do material de cromatografia com uma solugédo com-
preendendo uma terceira razdo da fase moével B para a fase mével A
entre cerca de 90:10 e cerca de 100:0; e d) quantificar o polissorbato
no eluato da etapa c), em que o eluato da etapa c) compreende menos
do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) do
polipeptideo total na composicdo e menos do que cerca de 5% (tal
como menos do que cerca de 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,
0,01% ou menos) do NAT total na composi¢cdo. Em algumas modali-
dades, a primeira razao da fase mével B para a fase moével A é de cer-
ca de 10:90. Em algumas modalidades, a segunda razdo € de cerca
de 45:55. Em algumas modalidades, a terceira razdo € de cerca de
100:0. Em algumas modalidades, a fase movel A compreende entre
cerca de 0,5% e cerca de 5% (v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%,
1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e 4,5%, incluindo qualquer faixa entre
estes valores) de hidroxido de aménio em agua. Em algumas modali-
dades, a fase movel B compreende entre cerca de 0,5% e cerca de 5%
(v/v) (tal como cerca de 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4% e
4,5%, incluindo qualquer faixa entre esses valores) de hidroxido de

amoénio em acetonitrila. Em algumas modalidades, a vazado da croma-
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tografia esta entre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1,
1,3, 1,4, 1,5, 1,7, 1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses
valores) mL/minuto. Em algumas modalidades, o volume da composi-
¢ao aplicada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca
de 50 (tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40 e 45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) uL. Em algumas
modalidades, a etapa b) comeca pelo menos cerca de 0,5 (tal como
pelo menos cerca de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min apds a etapa a) ser iniciada e continua
por pelo menos cerca de 2 (tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6,
2,8, 3, 3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalida-
des, a etapa c) comeca pelo menos cerca de 0,05 (tal como pelo me-
nos cerca de 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou
mais) min apos a etapa b) ser terminada e continua por pelo menos 2
(tal como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,1, 3,2, 3,4, 3,6,
3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em certas modalidades, o polissorbato &
polissorbato 20 ou polissorbato 80. Em algumas modalidades, a con-
centracdo do polissorbato na composicao esta na faixa de cerca de
0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3,
04,0,5,0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo qualquer faixa entre esses valo-
res). Em algumas modalidades, a concentracdo de N-acetil triptofano
na composic¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM (tal como
cercade 0,2,0,5,1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ou9 mM, incluindo qualquer faixa
entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cdo com-
preende adicionalmente metionina. Em algumas modalidades, a con-
centracdo de metionina na composi¢ao varia de cerca de 0,1 mM a
cerca de 100 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM, incluindo qualquer faixa entre
esses valores). Em algumas modalidades, a concentracédo de polipep-

tideo na composicéo € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal
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como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em
algumas modalidades, a composi¢cdo tem um pH de cerca de 4,5 a
cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos 4,6, 4,8, 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2,6,4, 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, incluindo qualquer faixa entre esses
valores). Em algumas modalidades, a composigdo compreende adicio-
nalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e um agente
de tonicidade. Em algumas modalidades, a composi¢do € uma formu-
lacdo farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito. Em al-
gumas modalidades, o polipeptideo € um polipeptideo terapéutico. Em
algumas modalidades, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal,
um anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo
humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um an-
ticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anti-
corpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™, um con-
jugado de THIOMAB ™-farmaco. Em algumas modalidades, o material
de cromatografia por troca catidbnica de modo misto compreende um
polimero de troca catidnica forte de fase reversa. Em algumas modali-
dades, o material de cromatografia por troca catiébnica de modo misto
compreende uma fragdo de acido sulfénico. Em algumas modalidades,
o material de cromatografia por troca catiénica de modo misto compre-
ende um suporte solido. Em algumas modalidades, o material de cro-
matografia por troca catibnica de modo misto esta contido em uma co-
luna. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto € um material de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). Em algumas modalidades, o material de croma-
tografia por troca catidnica € um material de cromatografia Oasis®
MCX. Em algumas modalidades, o detergente ndo i6nico é quantifica-

do por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um De-
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tector de Aerossol Carregado (CAD). Em algumas modalidades, a
quantificacdo do polissorbato compreende menos do que cerca de
10% (tal como menos do que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou menos) de interferéncia a partir
do polipeptideo.

[00118] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar o polissorbato 20 em uma composi¢ado compreendendo um
polissorbato 20, um polipeptideo e um N-acetil triptofano, em que o
método compreende as etapas de a) aplicar a composi¢ao a um mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto, em que a
composicao é carregada no material de cromatografia em uma solugao
compreendendo uma razédo de cerca de 10:90 de uma fase movel B
para uma fase mével A, em que a fase mével A compreende cerca de
1,5% de hidroxido de aménio em agua e a fase mével B compreende
cerca de 1,5% de hidroxido de aménio em metanol; b) eluir o polipepti-
deo a partir do material de cromatografia por troca catidnica de modo
misto com uma solu¢do compreendendo uma razao de cerca de 45:55
da fase movel B para a fase movel A; c) eluir o polissorbato 20 a partir
do material de cromatografia com uma solu¢do compreendendo uma
razao de cerca de 100:0 da fase movel B para a fase movel A; e d)
quantificar o polissorbato 20 no eluato da etapa c). Em algumas moda-
lidades, o eluato da etapa c) compreende menos de cerca de 10% (tal
como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na com-
posicdo. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende
menos de cerca de 5% (tal como menor que cerca de 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do NAT total na composi-
c¢do. Em algumas modalidades, a vazao da cromatografia esta entre
cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7, 0,9, 1,1, 1,3, 1,4, 1,5, 1,7,

1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.

Peticao 870200098699, de 06/08/2020, pag. 141/266



138/251

Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia € de cerca de
1,40 mL/min. Em algumas modalidades, o volume da composicao apli-
cada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50
(tal como cercade 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,40 ¢
45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas mo-
dalidades, o volume da composi¢cao aplicado ao material de cromato-
grafia € de cerca de 25 uL. Em algumas modalidades, a etapa b) co-
mecga pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7,
08,09 1,11,12, 13,14,15, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min
apods a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal
como pelo menos cerca de 2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4,
4,5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comeca pelo
menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apds a etapa b) ser
terminada e continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de
2,2,24,26, 28, 3, 31, 3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em
algumas modalidades, a concentragao de polissorbato 20 na composi-
céo esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a con-
centracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cerca de 0,1
mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1,2, 3,4,5,6,7, 8
ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a composicdo compreende adicionalmente metionina.
Em algumas modalidades, a concentracdo de metionina na composi-
cao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de
02,05, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90
mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas moda-
lidades, a concentragao de polipeptideo na composicao € de cerca de

1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60,
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80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer
faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a composi¢cao
tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos
46,4,8,5,0,5,2,54,56,5,8,6,0,6,2,64,6,6,6,8,7,0,7,2, 7,4, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cao compreende adicionalmente um ou mais excipientes sele-
cionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tam-
pao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalida-
des, a composicdo € uma formulagdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é
um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina te-
rapéutica € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anti-
corpo humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimeérico, um
anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengi-
neered"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-
farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB ™-farmaco. Em
algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catidénica
de modo misto compreende um polimero de troca catidnica forte de fa-
se reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca catibnica de modo misto compreende uma fracao de acido sulfé-
nico. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende um suporte sélido. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catibénica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo idnico é quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-

tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em
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algumas modalidades, a quantificagdo do polissorbato compreende
menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%,
8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou me-
nos) de interferéncia a partir do polipeptideo e do NAT.

[00119] Em algumas modalidades, ha fornecido um método para
quantificar o polissorbato 20 em uma composi¢ado compreendendo um
polissorbato 20, um polipeptideo e um N-acetil triptofano, em que o
método compreende as etapas de a) aplicar a composi¢cdo a um mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto, em que a
composicao é carregada no material de cromatografia em uma solucao
compreendendo uma razéo de cerca de 10:90 de uma fase movel B
para uma fase mével A, em que a fase moével A compreende cerca de
1,5% de hidroxido de aménio em agua e a fase movel B compreende
cerca de 1,5% de hidréxido de aménio em acetonitrila; b) eluir o poli-
peptideo a partir do material de cromatografia por troca catibénica de
modo misto com uma solugdo compreendendo uma razao de cerca de
45:55 da fase movel B para a fase movel A; ¢) eluir o polissorbato 20 a
partir do material de cromatografia com uma solugédo compreendendo
uma razao de cerca de 100:0 da fase movel B para a fase movel A; e
d) quantificar o polissorbato 20 no eluato da etapa c). Em algumas
modalidades, o eluato da etapa c¢) compreende menos de cerca de
10% (tal como menor que cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do polipeptideo total na
composi¢cdo. Em algumas modalidades, o eluato da etapa c) compre-
ende menos de cerca de 5% (tal como menor que cerca de 4%, 3%,
2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, ou menos) do NAT total na com-
posicdo. Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia esta en-
tre cerca de 0,5 e 2,5 (tal como cerca de 0,7,0,9, 1,1, 1,3, 1,4, 1,5, 1,7,
1,9, 2,1 e 2,3, incluindo qualquer faixa entre esses valores) mL/minuto.

Em algumas modalidades, a vazdo da cromatografia é de cerca de
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1,40 mL/min. Em algumas modalidades, o volume da composi¢éo apli-
cada ao material de cromatografia € dentre cerca de 1 e cerca de 50
(tal como cercade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,40 e
45, incluindo qualquer faixa entre esses valores) yL. Em algumas mo-
dalidades, o volume da composi¢cado aplicado ao material de cromato-
grafia é de cerca de 25 yL. Em algumas modalidades, a etapa b) co-
meca pelo menos cerca de 0,5 (tal como pelo menos cerca de 0,6, 0,7,
08,09 1,11,12, 13, 14,15, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, ou mais) min
apods a etapa a) ser iniciada e continua por pelo menos cerca de 2 (tal
como pelo menos cerca de 2,2, 24, 2,6, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4,
4.5, 5 ou mais) min. Em algumas modalidades, a etapa c) comega pelo
menos cerca de 0,05 (tal como pelo menos cerca de 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 1,5, 2 ou mais) min apos a etapa b) ser
terminada e continua por pelo menos 2 (tal como pelo menos cerca de
22,24,26, 28, 3, 3,1, 3,2, 34, 3,6, 3,8, 4, 4,5, 5 ou mais) min. Em
algumas modalidades, a concentragao de polissorbato 20 na composi-
cao esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v) (tal como cerca de
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9%, incluindo
qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a con-
centracdo de N-acetil triptofano na composicao varia de cerca de 0,1
mM a cerca de 10 mM (tal como cerca de 0,2, 0,5, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8
ou 9 mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas
modalidades, a composicdo compreende adicionalmente metionina.
Em algumas modalidades, a concentracdo de metionina na composi-
¢ao varia de cerca de 0,1 mM a cerca de 100 mM (tal como cerca de
02,05, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90
mM, incluindo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas moda-
lidades, a concentragao de polipeptideo na composigcao € de cerca de
1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL (tal como cerca de 2, 5, 10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/mL, incluindo qualquer
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faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a composicao
tem um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5 (tal como qualquer um dos
46,4,8,5,0,5,2,54,5,6,5,8,6,0,6,2,64,6,6,6,8, 7,0, 7,2, 7,4, inclu-
indo qualquer faixa entre esses valores). Em algumas modalidades, a
composi¢cdo compreende adicionalmente um ou mais excipientes sele-
cionados dentre o grupo que consiste em um estabilizador, um tam-
pao, um tensoativo e um agente de tonicidade. Em algumas modalida-
des, a composicdo € uma formulagdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, o polipeptideo é
um polipeptideo terapéutico. Em algumas modalidades, a proteina te-
rapéutica € um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anti-
corpo humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um
anticorpo multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengi-
neered"), um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-
farmaco, um THIOMAB™, um conjugado de THIOMAB™-farmaco. Em
algumas modalidades, o material de cromatografia por troca catidénica
de modo misto compreende um polimero de troca catiénica forte de fa-
se reversa. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por
troca catidnica de modo misto compreende uma fracao de acido sulfé-
nico. Em algumas modalidades, o material de cromatografia por troca
catibnica de modo misto compreende um suporte solido. Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catiénica de modo
misto esta contido em uma coluna. Em algumas modalidades, o mate-
rial de cromatografia por troca catibnica de modo misto é um material
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Em algumas
modalidades, o material de cromatografia por troca catidnica € um ma-
terial de cromatografia Oasis® MCX. Em algumas modalidades, o de-
tergente ndo ibnico € quantificado por Espalhamento de Luz Evapora-
tivo (ELSD) ou ao usar um Detector de Aerossol Carregado (CAD). Em

algumas modalidades, a quantificagdo do polissorbato compreende
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menos do que cerca de 10% (tal como menos do que cerca de 9%,
8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01% ou me-
nos) de interferéncia a partir do polipeptideo e do NAT.

[00120] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos
meétodos descritos acima, o tensoativo ndo idnico é quantificado na
composi¢cao compreendendo o tensoativo nao ibnico antes da adicao
do polipeptideo a composi¢cdo. Em algumas modalidades, a concentra-
cao de tensoativo ndo ibnico na composi¢cao sera maior antes da adi-
cao do polipeptideo (por exemplo, o tensoativo ndo idbnico na composi-
cao é diluido mediante adicdo do polipeptideo). Em algumas modali-
dades de acordo com qualquer um dos meétodos descritos acima, o
tensoativo n&o idnico € quantificado na composicdo compreendendo o
tensoativo nao ibnico antes, porém sem a adi¢cao do polipeptideo a
composicao. Tais quantificacbes podem ser usadas como controles ou
comparadores para as composi¢cdoes compreendendo o tensoativo nao
ibnico e o polipeptideo.

[00121] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos
meétodos descritos acima, as amostras das composi¢cdes a serem ana-
lisadas sdo adicionadas a um amostrado automatico de um instrumen-
to de cromatografia (por exemplo, um instrumento de HPLC). Em al-
gumas modalidades, as amostras no amostrador automatico sao refri-
geradas (por exemplo, 5 £ 3°C). Em algumas modalidades, uma ou
mais colunas compreendendo o material de cromatografia sdo coloca-
das em um compartimento de coluna do instrumento de cromatografia.
Em algumas modalidades, um recurso de controle de temperatura po-
de ser empregado para manter a temperatura do compartimento de co-
luna dentro de uma faixa estreita (por exemplo, +1°C) a partir do ponto
de ajuste durante a analise. Em algumas modalidades, o efluente da
coluna € monitorado a 280 nm.

[00122] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos
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metodos descritos acima, as amostras das composi¢cdes a serem ana-
lisadas sdo diluidas com um tampé&o de carregamento para uma con-
centracdo de polipeptideo alvo entre cerca de 0,1 mg/mL e cerca de
75 mg/mL (tal como cerca de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,
45,5,6,7,8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65 ou 70 mg/mL, incluindo qualquer faixa entre esses valores).

[00123] Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos
descritos acima, o instrumento de cromatografia inclui uma bomba de
gradiente (por exemplo, uma bomba de gradiente quaternaria de baixa
pressao), um amostrador automatico (por exemplo, um amostrador au-
tomatico com capacidade de controle de temperatura), um comparti-
mento de coluna (por exemplo, um compartimento de coluna com con-
trole térmico), um detector de UV (por exemplo, um detector de UV de
arranjo de diodos) e um detector de espalhamento de luz por evapora-
¢ao (ELSD). Em algumas modalidades, o instrumento de cromatografia
compreende ainda um monitor de pH e condutividade (por exemplo,
PCM-3000) para coletar dados de pH e condutividade em tempo real.
O controle do instrumento, a aquisicao de dados e a analise de dados
sao realizados usando software apropriado (por exemplo, JMP10).
[00124] Em algumas modalidades da invengao, a forca idnica da fa-
se movel, por exemplo, o tampéao de eluigdo, € medida pela condutivi-
dade da fase movel. Condutividade refere-se a capacidade de uma so-
lucdo aquosa para conduzir uma corrente elétrica entre dois eletrodos.
Em solugéo, a corrente flui pelo transporte iénico. Portanto, com uma
quantidade crescente de ions presentes na solugdo aquosa, a solucao
tera uma maior condutividade. A unidade basica de medida para a
condutividade é o Siemen (mS/cm) ou ohms (mho) e pode ser medida
usando um medidor de condutividade, como varios modelos de medi-
dores de condutividade Orion. Como a condutividade eletrolitica é a

capacidade dos ions em uma solucdo para transportar corrente elétri-
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ca, a condutividade de uma soluciao pode ser alterada pela alteracédo da
concentragdo de ions. Por exemplo, a concentragdo de um agente tam-
ponante e/ou a concentracdo de um sal (por exemplo, cloreto de sddio,
acetato de sodio ou cloreto de potassio) na solugéo pode ser alterada de
modo a atingir a condutividade desejada. Preferencialmente, a concen-
tracao de sal dos varios tampdes € modificada para alcangar a condu-
tividade desejada.

[00125] Em algumas modalidades, a fase moével da cromatografia
tem uma condutividade inicial superior a cerca de 0,0 mS/cm, 0,5
mS/cm, 1,0 mS/cm, 1,5 mS/cm, 2,0 mS/cm, 2,5 mS/cm, 3,0 mS/cm,
3,5 mS/cm, 4,0 mS/cm, 4,5 mS/cm, 5,0 mS/cm, 55 mS/cm, 6,0
mS/cm, 6,5 mS/cm, 7,0 mS/cm, 7,5 mS/cm, 8,0 mS/cm, 8,5 mS/cm,
9,0 mS/cm, 9,5 mS/cm, 10 mS/cm, 11 mS/cm, 12 mS/cm, 13 mS/cm,
14 mS/cm, 15 mS/cm, 16 mS/cm, 17,0 mS/cm, 18,0 mS/cm, 19,0
mS/cm ou 20,0 mS/cm. Em algumas modalidades, a condutividade da
fase movel € aumentada ao longo da cromatografia, por exemplo, por
um gradiente de forca ibnica. Em algumas modalidades, a condutivi-
dade da fase movel na conclusao da eluicdo € superior a qualquer um
de cerca de 1,0 mS/cm, 1,5 mS/cm, 2,0 mS/cm, 2,5 mS/cm, 3,0
mS/cm, 3,5 mS/cm 4,0 mS/cm, 4,5 mS/cm, 5,0 mS/cm, 5,5 mS/cm, 6,0
mS/cm, 6,5 mS/cm, 7,0 mS/cm, 7,5 mS/cm, 8,0 mS/cm, 8,5 mS/cm 9,0
mS/cm, 9,5 mS/cm, 10 mS/cm, 11 mS/cm, 12 mS/cm, 13 mS/cm, 14
mS/cm, 15 mS/cm, 16 mS/cm, 17,0 mS/cm 18,0 mS/cm, 19,0 mS/cm
ou 20,0 mS/cm. Em algumas modalidades, a condutividade da fase
movel é aumentada por um gradiente linear. Em algumas modalida-
des, a condutividade da fase mével é aumentada por um gradiente de-
grau compreendendo uma ou mais etapas.

[00126] Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos
descritos neste documento, a composicao compreendendo um poli-

peptideo e um agente tensoativo ndo idénico € carregada no material
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de cromatografia em uma quantidade do polipeptideo superior a qual-
quer um de cerca de 1, 2, 3, 4,56, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 50, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000,
6000, 7000, 8000, 9000 ou 10000 upg. Em algumas modalidades, a
composicdo é carregada no material de cromatografia em uma con-
centracao superior a qualquer um de cerca de 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 ou 150 mg/mL.
Em algumas modalidades, a composi¢ao é diluida antes de ser carre-
gada no material de cromatografia; por exemplo, diluida a 1:1, 1:2, 1:5,
1:10 ou mais de 1:10. Em algumas modalidades, a composic¢ao € dilui-
da na fase mével da cromatografia. Em algumas modalidades, a com-
posicéo é diluida em um tampao de carga.

[00127] Em algumas modalidades dos métodos descritos neste do-
cumento, o material de cromatografia esta em uma coluna ou cartucho.
Em algumas modalidades, a coluna é uma coluna ou cartucho de
HPLC. A coluna ou cartucho pode ter qualquer dimensao compativel
com o instrumento de cromatografia. Por exemplo, em algumas moda-
lidades, a coluna ou cartucho tem qualquer uma das seguintes dimen-
soes: 2,1 x20 mm, 4 x 50 mm, 4 x 100 mm, 4 x 150 mm, 4 x 200 mm,
4 x 250 mm ou 2 x 250 mm.

Ill. Polipeptideos

[00128] Os polipeptideos sédo fornecidos para utilizacdo em qual-
quer um dos métodos de cromatografia de troca ibnica em que as con-
dicbes de separagdo sdo otimizadas conforme descrito neste docu-
mento. Em algumas modalidades da invengao, as composigdes de um
polipeptideo sdo analisadas por cromatografia de troca i6nica. Tais
métodos sdo uteis na identificagdo de variantes de carga do polipepti-
deo dentro da composi¢cdo. Em algumas modalidades, o polipeptideo é
um anticorpo ou um fragmento do mesmo. Em algumas modalidades,

os polipeptideos tém um pl variando entre cerca de 6,0 e cerca de 9,5.
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Em algumas modalidades, o polipeptideo € um anticorpo com um pl
variando entre cerca de 6,0 e cerca de 9,5. Em algumas modalidades,
o Ponto de Inflexdo (IP) em uma curva de carga versus pH do polipep-
tideo é proporcionado pelos métodos da invengdo. Em algumas moda-
lidades, a alteracao no IP com uma alteracdo na temperatura (dIP/dT)
€ proporcionada pelos métodos da invengao.

[00129] Em algumas modalidades, o polipeptideo € uma proteina
terapéutica. Em algumas modalidades, o polipeptideo é um anticorpo.
Em algumas modalidades, o polipeptideo € uma imunoadesina.
[00130] Em algumas modalidades, o polipeptideo tem um peso mo-
lecular superior a cerca de 5.000 Daltons, 10.000 Daltons, 15.000 Dal-
tons, 25.000 Daltons, 50.000 Daltons, 75.000 Daltons, 100.000 Dalton,
125.000 Daltons ou 150.000 Daltons. O polipeptideo pode ter um peso
molecular entre cerca de 50.000 Daltons a 200.000 Daltons ou
100.000 Daltons a 200.000 Daltons. Alternativamente, o polipeptideo
para uso neste documento pode ter um peso molecular de cerca de
120.000 Daltons ou cerca de 25.000 Daltons.

[00131] pl é o ponto isoelétrico e € o pH no qual uma molécula ou
superficie particular ndo possui carga elétrica. Em algumas modalida-
des, o método da invengao pode ser utilizado para varias composi¢cdes
compreendendo um polipeptideo em que o pl do polipeptideo na com-
posicao, por exemplo, um anticorpo, varia de cerca de 6,0 a cerca de
9,5. Em algumas modalidades, o polipeptideo tem um pl superior a
cerca de 9,5; por exemplo, cerca de 9,5 a cerca de 12. Em algumas
modalidades de qualquer um dos métodos descritos neste documento,
o pl do polipeptideo, por exemplo, um anticorpo, pode ser inferior a
cerca de 7; por exemplo, cerca de 4 a cercade 7.

[00132] Em modalidades de qualquer um dos métodos descritos
neste documento, 0 um ou mais contaminantes em uma composigcao

compreendendo um polipeptideo e um ou mais contaminantes s&o va-
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riantes de carga polipeptidicas. Em algumas modalidades, a variante
de carga polipeptidica € um polipeptideo que foi modificado a partir do
seu estado nativo de tal modo que a carga do polipeptideo seja altera-
da. Em algumas modalidades, as variantes de carga sao mais acidas
do que o polipeptideo precursor; ou seja, tém um pl inferior ao do poli-
peptideo precursor. Em outras modalidades, as variantes de carga sao
mais basicas do que o polipeptideo precursor; ou seja, tém um pl su-
perior ao do polipeptideo precursor. Em algumas modalidades, as va-
riantes de carga polipeptidica sdo manipuladas. Em algumas modali-
dades, a variante de carga polipeptidica € o resultado de processos
naturais; por exemplo, oxidacdo, desamidacdo, processamento C-
terminal de residuos de lisina, formacao de piroglutamato N-terminal e
glicagado. Em algumas modalidades, a variante de carga polipeptidica é
uma glicoproteina em que o glicano ligado a proteina € modificado de
tal modo que a carga da glicoproteina & alterada em comparagao com
a glicoproteina precursora; por exemplo, por adigado de acido sialico ou
seus derivados. Em algumas modalidades, a variante de carga poli-
peptidica € uma variante de carga de anticorpo.

[00133] Os polipeptideos a serem analisados usando os métodos
descritos neste documento sao produzidos geralmente usando técni-
cas recombinantes. Os métodos para produzir proteinas recombinan-
tes sdo descritos, por exemplo, nas Patentes US n. 5,534,615 e
4,816,567, incorporadas a este documento especificamente por refe-
réncia. Em algumas modalidades, a proteina de interesse € produzida
em uma célula CHO (ver, por exemplo, WO 94/11026). Em algumas
modalidades, o polipeptideo de interesse é produzido em uma célula de
E. coli. Ver, por exemplo, Pat. US n. 5,648,237; Pat. US n. 5,789,199 e
Pat. US n. 5,840,523 (Simmons et al.), que descreve a regido de iniciali-
zagao da traducédo (TIR) e sequéncias de sinal para otimizar a expres-

sao e a secregao. Ver também Charlton, Methods in Molecular Biology,
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Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-
254, que descreve a expressao de fragmentos de anticorpo em E. coli.
Ao se usar técnicas recombinantes, os polipeptideos podem ser pro-
duzidos intracelularmente, no espaco periplasmatico, ou secretados di-
retamente no meio.

[00134] Os polipeptideos podem ser recuperados a partir de meio
de cultura ou a partir de lisados de células hospedeiras. As células
empregadas na expressao dos polipeptideos podem ser interrompidas
por varios meios fisicos ou quimicos, tais como ciclos de congelamen-
to-descongelamento, sonicacdo, ruptura mecanica ou agentes de lise
celular. Se o polipeptideo for produzido intracelularmente, como uma
primeira etapa, os detritos particulados, células hospedeiras ou frag-
mentos lisados, sdo removidos, por exemplo, por centrifugagcéo ou ul-
trafiltracdo. Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992) descre-
vem um procedimento para isolar anticorpos que sao secretados para
0 espaco periplasmico da E. coli. Resumidamente, a pasta celular é
descongelada na presenca de acetato de sédio (pH 3,5), EDTA, e fluo-
reto de fenilmetilsulfonila (PMSF) por cerca de 30 min. Os detritos ce-
lulares podem ser removidos por centrifugacdo. Onde o polipeptideo &
secretado para o meio, os sobrenadantes de tais sistemas de expres-
sao sao geralmente primeiramente concentrados utilizando um filtro de
concentracao de polipeptideo comercialmente disponivel, por exemplo,
uma unidade de ultrafiltragdo Amicon ou Millipore Pellicon. Um inibidor
de protease, tal como PMSF, pode ser incluido em qualquer uma das
etapas anteriores para inibir a protedlise e antibiéticos podem ser inclu-
idos para prevenir o crescimento de contaminantes adventicios.
[00135] Em algumas modalidades, o polipeptideo na composigao
que compreende o polipeptideo e um ou mais contaminantes foi purifi-
cado ou parcialmente purificado antes da analise por meio dos méto-

dos da invencdo. Por exemplo, o polipeptideo dos métodos esta em
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um eluente de uma cromatografia de afinidade, uma cromatografia de
permuta catibnica, uma cromatografia de permuta anidénica, uma cro-
matografia de modo misto e uma cromatografia de interacédo hidrofébi-
ca. Em algumas modalidades, o polipeptideo esta em um eluente a
partir de uma cromatografia de Proteina A.

[00136] Exemplos de polipeptideos que podem ser analisados pelos
métodos da invengdo incluem, mas néo estdo limitados a imunoglobu-
linas, imunoadesinas, anticorpos, enzimas, hormdénios, proteinas de
fusdo, proteinas contendo Fc, imunoconjugados, citocinas e interleuci-
nas.

Anticorpos

[00137] Em algumas modalidades de qualquer um dos métodos
descritos neste documento, o polipeptideo para uso em qualquer dos
meétodos de analise de polipeptideos e formulagdes compreendendo os
polipeptideos por meio dos métodos descritos neste documento € um an-
ticorpo.

[00138] Alvos moleculares para deteccédo de anticorpos incluem (i)
as proteinas CD e seus ligantes, tais como, mas né&o limitado a: CD3,
CD4, CD8, CD19, CD11a, CD20, CD22, CD27, CD28, CD34, CD40,
CD79a (CD79a), CD79B (CD79b), CD122 e CD137; (ii) citocinas tais
como, mas nao limitado a: IL-13, IL-17, IL-22 e IL-33; (iii)) os membros
da familia de receptores ErbB, tais como o receptor EGF ou o receptor
HER2, HER3 ou HER4; (iv) moléculas de adesdo celular, tais como
LFA-1, Mac1, p150, 95, VLA-4, ICAM-1, VCAM e integrina av/B3, inclu-
indo subunidades alfa ou beta das mesmas (por exemplo, anticorpos
anti-CD11a, anti-CD18 ou anti-CD11b); (v) fatores de crescimento co-
mo o VEGF; TGFpB, IgE; antigenos do grupo sanguineo; receptor
flt3/flk2; receptor de obesidade (OB); receptor mpl; CTLA-4; proteina
C, BR3, c-met, fator tecidual, 7 etc.; (vi) proteinas imunomoduladoras,
tais como OX40, GITR, ICOS, PD-1 PD-L1, PD-L2, LAG3, TIM-3 e
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VISTA; e (vii) antigenos associados a tumor de transmembrana e su-
perficie celular (TAA), tais como aqueles descritos na Patente US n.
7,521,541, incluindo, sem limitacdo, NaPi2b.

[00139] Outros anticorpos exemplares incluem aqueles seleciona-
dos dentre, e sem limitagdo, anticorpo anti-receptor de estrogénio, an-
ticorpo anti-receptor de progesterona, anticorpo anti-p53, anticorpo an-
ti-HER-2/neu, anticorpo anti-EGFR, anticorpo anti-TGFf3, anticorpo an-
ti-OX40, anticorpo anti-GITR, anticorpo anti-ICOS, anticorpo anti-
CTLA-4, anticorpo anti-PD-1, anticorpo anti-PD-L1, anticorpo anti-PD-
L2, anticorpo anti-TIM-3, Anticorpo anti-VISTA, anticorpo anti-
catepsina D, anticorpo anti-Bcl-2, anticorpo anti-E-caderina, anticorpo
anti-CA125, anticorpo anti-CA15-3, anticorpo anti-CA19-9, anticorpo
anti-c-erbB-2, anticorpo anti-P-glicoproteina, anticorpo anti-CEA, anti-
corpo anti-proteina de retinoblastoma, anticorpo anti-oncoproteina ras,
anticorpo anti-Lewis X, anticorpo anti-Ki-67, anticorpo anti-PCNA, anti-
corpo anti-CD3, anticorpo anti-CD4, anticorpo anti-CD$, anticorpo anti-
CD7, anticorpo anti-CD8, anticorpo anti-CD9/p24, anticorpo anti-CD10,
anticorpo anti-CD11a, anticorpo anti-CD11c¢, anticorpo anti-CD13, anti-
corpo anti-CD14, anticorpo anti-CD15, anticorpo anti-CD19, anticorpo
anti-CD20, anticorpo anti-CD22, anticorpo anti-CD23, anticorpo anti-
CD27, anticorpo anti-CD28, anticorpo anti-CD30, anticorpo anti-CD31,
anticorpo anti-CD33, anticorpo anti-CD34, anticorpo anti-CD35, anti-
corpo anti-CD38, anticorpo anti-CD40, anticorpo anti-CD41, anticorpo
anti-LCA/CD45, anticorpo anti-CD45RO, anticorpo anti-CD45RA, anti-
corpo anti-CD39, anticorpo anti-CD100, anticorpo anti-CD95/Fas, anti-
corpo anti-CD99, anticorpo anti-CD106, anticorpo anti-CD122, anticor-
po anti-CD137, anticorpo anti-ubiquitina, anticorpo anti-CD71, anticor-
po anti-StaphA, anticorpo anti-FCRH5, anticorpo anti-Ly6E, anticorpo
anti-STEAP, anticorpo anti-FluB, anticorpo anti-VEGF, anticorpo anti-

Ang2, anticorpo anti-FGFR1, anticorpo anti-KLB, anticorpo anti-c-myc,
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anticorpo anti-citoqueratinas, anticorpo anti-vimentina, anticorpo anti-
proteinas do HPV, anticorpo anti-cadeias leves kappa, anticorpo anti-
cadeias leves lambda, anticorpo anti-melanossoma, anticorpo anti-
antigeno especifico de préstata, anticorpo anti-S-100, anticorpo anti-
antigeno de tau, anticorpo anti-fibrina, anticorpo anti-queratinas, anti-
corpo anti-antigeno Tn e MetMab.

(i)Anticorpos monoclonais

[00140] Em algumas modalidades, os anticorpos sao anticorpos
monoclonais. Anticorpos monoclonais séo obtidos a partir de uma po-
pulacdo de anticorpos substancialmente homogéneos, isto €, os anti-
corpos individuais compreendendo a populacdo que sao idénticos e/ou
que se ligam ao mesmo epitopo, exceto por possiveis variantes que
podem surgir durante a produg¢ao do anticorpo monoclonal, tais varian-
tes geralmente estando presentes em quantidades menores. Assim, o
modificador "monoclonal" indica o carater do anticorpo como nao sen-
do uma mistura de anticorpos discretos e policlonais.

[00141] Por exemplo, os anticorpos monoclonais podem ser produ-
zidos utilizando o método de hibridoma descrito pela primeira vez por
Kohler et al., Nature 256:495 (1975), ou podem ser feitos pelos méto-
dos de DNA recombinante (Patente US n. 4,816,567).

[00142] No método de hibridoma, um camundongo ou outro animal
hospedeiro adequado, tal como um hamster, € imunizado como des-
crito neste documento, para provocar linfocitos que produzem ou sao
capazes de produzir anticorpos que se ligam especificamente ao poli-
peptideo utilizado para imunizacdo. Alternativamente, os linfécitos po-
dem ser imunizados in vitro. Os linfocitos s&o entdo fundidos com célu-
las de mieloma usando um agente de fusdo adequado, tal como polie-
tilenoglicol, para formar uma célula de hibridoma (Goding, Monoclonal
Antibodies: Principies and Practice, pp. 59-103 (Academic Press,
1986)).
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[00143] As células de hibridoma assim preparadas sao semeadas e
cultivadas em um meio de cultura adequado que preferencialmente
contém uma ou mais substancias que inibem o crescimento ou a so-
brevivéncia das células de mieloma parentais ndo fundidas. Por exem-
plo, se as células de mieloma precursoras ndo possuirem a enzima hi-
poxantina guanina fosforribosil transferase (HGPRT ou HPRT), o meio
de cultura para os hibridomas tipicamente incluira hipoxantina, aminop-
terina e timidina (meio HAT), substancias estas que evitam o cresci-
mento de células deficientes em HGPRT.

[00144] Em algumas modalidades, as células de mieloma sao aque-
las que se fundem eficientemente, suportam a producéo estavel de al-
to nivel de anticorpos pelas células produtoras de anticorpos selecio-
nadas e sao sensiveis a um meio, tal como o meio HAT. Entre estas,
em algumas modalidades, as linhagens celulares de mieloma séao li-
nhagens de mieloma murino, tais como as derivadas de tumores de
camundongo MOPC-21 e MPC-11 disponiveis pelo Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, CA e células SP-2 ou X63-Ag8-653
disponivel pela American Type Culture Collection, Rockville, Maryland
USA. Linhagens celulares de mieloma humano e de heteromieloma
camundongo-humano também foram descritas quanto a producéo de
anticorpos monoclonais humanos (Kozbor, J. Immunol. 133:3001
(1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques
and Applications pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nova York, 1987)).
[00145] O meio de cultura no qual as células de hibridoma sao culti-
vadas passa por ensaios para a producado de anticorpos monoclonais
direcionados contra o antigeno. Em algumas modalidades, a especifi-
cidade de ligagao dos anticorpos monoclonais produzidos por ceélulas
de hibridoma é determinada por imunoprecipitacdo ou por um ensaio
de ligagao in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio imuno-

absorvente ligado a enzima (ELISA).
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[00146] A afinidade de ligagdo do anticorpo monoclonal pode, por
exemplo, ser determinada por meio da analise Scatchard de Munson
et al., Anal. Biochem. 107:220 (1980).

[00147] Depois de identificadas as células de hibridoma que produ-
zem anticorpos da especificidade, afinidade e/ou atividade desejadas,
os clones podem ser subclonados por procedimentos de diluicao limi-
tante e cultivados por métodos padrao (Goding, Monoclonal Antibodi-
es: Principles and Practice pp. 59-103 (Academic Press, 1986)). Os
meios de cultura adequados para esse fim incluem, por exemplo, meio
D-MEM ou RPMI-1640. Além disso, as células de hibridoma podem ser
cultivadas in vivo como tumores de ascites em um animal.

[00148] Os anticorpos monoclonais secretados pelos subclones sao
adequadamente separados do meio de cultura, fluido de ascites, ou
soro por procedimentos de purificacdo de imunoglobulina convencio-
nais, tais como, por exemplo, polipeptideo A-Sepharose®, cromatogra-
fia em hidroxilapatita, eletroforese em gel, dialise ou cromatografia de
afinidade.

[00149] O DNA que codifica o anticorpo monoclonal é facilmente
isolado e sequenciado usando procedimentos convencionais (por
exemplo, usando sondas de oligonucleotideos que sao capazes de se
ligar especificamente a genes que codificam as cadeias pesadas e le-
ves de anticorpos murinos). Em algumas modalidades, as células de
hibridoma servem como uma fonte desse DNA. Uma vez isolado, o
DNA pode ser colocado em vetores de expressao, que sao entdo
transfectados para células hospedeiras, tais como células de E. coli,
células COS de simio, células de Ovario de Hamster Chinés (CHO), ou
células de mieloma que de outro modo nao produzem polipeptideo de
imunoglobulina, para obter a sintese de anticorpos monoclonais nas
células hospedeiras recombinantes. Os artigos de revisdo sobre ex-

pressao recombinante em bactérias de DNA que codificam o anticorpo
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incluem Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol. 5:256-262 (1993) e
Plickthun, Immunol. Revs., 130:151-188 (1992).

[00150] Em uma outra modalidade, anticorpos ou fragmentos de an-
ticorpos podem ser isolados a partir de bibliotecas de fagos de anticor-
pos gerados utilizando as técnicas descritas em McCafferty et al., Na-
ture 348: 552-554 (1990). Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991)
and Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991) descrevem o isola-
mento de anticorpos murinos € humanos, respectivamente, usando bi-
bliotecas de fagos. Publicagdes subsequentes descrevem a producao
de anticorpos humanos de elevada afinidade (gama nM) pelo embara-
Ihamento ("shuffling") de cadeias (Marks et al., Bio/Technology 10:
779-783 (1992)), bem como infeccdo combinatéria e recombinagao in
vivo como estratégia para a construgcdo bibliotecas de fagos muito
grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res. 21:2265-2266 (1993)).
Assim, essas técnicas sao alternativas viaveis as técnicas tradicionais
de hibridoma de anticorpos monoclonais para o isolamento de anticor-
pos monoclonais.

[00151] O DNA pode também ser modificado, por exemplo, substi-
tuindo a sequéncia de codificacdo por dominios constantes de cadeia
pesada e leve humanos em vez das sequéncias murinas homologas
(Patente US n. 4816567; Morrison et al., Proc. Natl Acad. Sci. 81:6851
(1984)), ou unindo covalentemente a toda sequéncia de codificacdo da
imunoglobulina ou parte da sequéncia de codificacdo para um polipep-
tideo que n&o é imunoglobulina.

[00152] Tipicamente, tais polipeptideos nao imunoglobulina sao
substituidos pelos dominios constantes de um anticorpo ou s&o substi-
tuidos pelos dominios variaveis de um sitio de combinagao de antige-
no de um anticorpo para criar um anticorpo bivalente quimérico com-
preendendo um sitio de combinagdo de antigeno com especificidade

para um antigeno e outro sitio de combinagao de antigeno com espe-
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cificidade para um antigeno diferente.

[00153] Em algumas modalidades de qualquer dos métodos descri-
tos neste documento, o anticorpo € IgA, IgD, IgE, 1gG ou IgM. Em al-
gumas modalidades, o anticorpo é um anticorpo monoclonal IgG.
[00154]  (ii))Anticorpos humanizados

[00155] Em algumas modalidades, o anticorpo € um anticorpo hu-
manizado. Os métodos para humanizar anticorpos ndo humanos foram
descritos na técnica. Em algumas modalidades, o anticorpo humaniza-
do possui um ou mais residuos de aminoacidos introduzidos nele a
partir de uma fonte que € ndo humana. Esses residuos de aminoaci-
dos ndo-humanos sdo muitas vezes denominados residuos de "impor-
tacao", que séao tirados normalmente de um dominio variavel de "im-
portagao”. A humanizagéo pode ser essencialmente realizada seguin-
do o método de Winter e colaboradores (Jones et al., Nature 321:522-
525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1988); Verhoeyen
et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), substituindo sequéncias hiper-
variaveis pelas sequéncias correspondentes de um anticorpo humano.
Por conseguinte, tais anticorpos "humanizados" sao anticorpos quime-
ricos (Patente US n. 4,816,567) em que substancialmente menos do
que um dominio variavel humano intacto foi substituido pela sequéncia
correspondente de uma espécie nao humana. Na pratica, os anticor-
pos humanizados sao anticorpos tipicamente humanos nos quais al-
guns residuos da regiao hipervariavel e possivelmente alguns residuos
FR sao substituidos por residuos de sitios analogos nos anticorpos de
roedores.

[00156] A escolha de dominios variaveis humanos, tanto leves co-
mo pesados, para serem usados na fabricacdo de anticorpos humani-
zados € muito importante para reduzir a antigenicidade. De acordo
com o denominado método de "melhor ajuste”, a sequéncia de domi-

nio variavel de um anticorpo de roedor € testada contra toda a bibliote-
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ca de sequéncias de dominio variavel humanas conhecidas. A se-
quéncia humana mais proxima da do roedor é entdo aceita como a re-
giao de framework humana (FR) para o anticorpo humanizado (Sims et
al., J. Immunol. 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901
(1987)). Outro método utiliza uma regidao de framework particular deri-
vada da sequéncia de consenso de todos os anticorpos humanos de
um subgrupo particular de regides variaveis de cadeias leves ou pesa-
das. O mesmo framework pode ser utilizado para varios anticorpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993)).

[00157] E adicionalmente importante que os anticorpos sejam hu-
manizados com retencdo de alta afinidade para o antigeno e outras
propriedades biolégicas favoraveis. Para alcangar este objetivo, em al-
gumas modalidades dos métodos, os anticorpos humanizados séao
preparados por um processo de analise das sequéncias parentais e de
varios produtos humanizados e manipulados conceituais utilizando
modelos tridimensionais das sequéncias parentais e humanizadas.
Modelos de imunoglobulina tridimensionais geralmente encontram-se
disponiveis e sao familiares aqueles versados na técnica. Os progra-
mas de computador disponiveis que ilustram e exibem estruturas con-
formacionais tridimensionais provaveis de sequéncias de imunoglobu-
lina do candidato selecionado. A inspecao destas exibicbes permite a
analise do papel provavel dos residuos no funcionamento da sequén-
cia de imunoglobulina do candidato, ou seja, a analise dos residuos
que influenciam a capacidade de imunoglobulina do candidato para li-
gar seu antigeno. Desta forma, os residuos de FR podem ser selecio-
nados e combinados a partir das sequéncias de recipiente e de impor-
tacdo, de modo que a caracteristica do anticorpo desejado, como mai-
or afinidade para os antigenos alvos, seja alcangada. Em geral, os re-

siduos da regidao hipervariavel estdo diretamente e mais substancial-
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mente envolvidos em influenciar a ligagao de antigeno.

(iii)Anticorpos humanos

[00158] Em algumas modalidades, o anticorpo € um anticorpo hu-
mano. Como alternativa a humanizagédo, podem ser gerados anticor-
pos humanos. Por exemplo, agora € possivel produzir animais trans-
génicos (por exemplo, ratos) que sao capazes, apds a imunizacao, de
produzir um repertério completo de anticorpos humanos na auséncia
de producdo enddégena de imunoglobulina. Por exemplo, foi descrito
que a delecdo homozigotica do gene da regido de unido de cadeia pe-
sada de anticorpo (Jx) em camundongos mutantes de linhagem quimé-
rica e germinal resulta em completa inibigdo da producéo de anticorpos
enddgenos. A transferéncia da matriz de gene de imunoglobulina de
linhagem germinal humana em tais camundongos mutantes de linha-
gem germinal resultara na producédo de anticorpos humanos mediante
exposicao a antigeno. Ver, por exemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258
(1993); Bruggermann et al., Year in Immuno. 7:33 (1993); e Patente
US n. 5,591,669; 5,589,369; e 5,545,807.

[00159] Alternativamente, a tecnologia de exibicdo de fagos
(McCafferty et al., Nature 348: 552-553 (1990)) pode ser utilizada para
produzir anticorpos humanos e fragmentos de anticorpos in vitro, a
partir de repertérios de genes de dominio variavel (V) de imunoglobuli-
na de doadores ndo imunizados. De acordo com esta técnica, os ge-
nes de dominio V de anticorpo s&o clonados in-frame em um gene de
polipeptideo de revestimento principal ou menor de um bacteriéfago fi-
lamentoso, tal como M13 ou fd, e exibidos como fragmentos de anti-
corpo funcionais na superficie da particula de fago. Porque a particula
filamentosa contém uma copia de DNA de fita simples do genoma do
fago, as sele¢des baseadas nas propriedades funcionais do anticorpo

resultam também na selecdo do gene que codifica o anticorpo que
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exibe aquelas propriedades. Assim, o fago imita algumas das proprie-
dades da célula B. A exposicao de fago pode ser executada em uma
variedade de formatos; para revisées, ver, por exemplo, Johnson, Ke-
vin S. e Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-
571 (1993). Varias fontes de segmentos de genes-V podem ser usa-
das para exibicdo de fagos. Clackson et al., Nature 352:624-628
(1991) isolaram uma disposi¢cédo diversa de anticorpos anti-oxazolona
de uma biblioteca combinatéria aleatéria pequena de genes V deriva-
dos dos bagos de camundongos imunizados. Um repertério de genes
V dos doadores humanos nao-imunizados pode ser construido e anti-
corpos a uma disposicao diversa de antigenos (incluindo antigenos
proprios) podem ser isolados essencialmente depois das técnicas des-
critas por Mark et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), ou Griffith et al.,
EMBO J. 12:725-734 (1993). Ver também as Patentes US n. 5,565,332
e 5,573,905.

[00160] Os anticorpos humanos também podem ser gerados por
células B ativadas in vitro (ver as Patentes US 5,567,610 e 5,229,275).

(iv) Fragmentos de anticorpo

[00161] Em algumas modalidades, o anticorpo € um fragmento de
anticorpo. Varias técnicas foram desenvolvidas para a produgao de
fragmentos de anticorpos. Tradicionalmente, esses fragmentos eram
derivados da digestdo proteolitica de anticorpos intactos (ver, por
exemplo, Morimoto et al., Journal of Biochemical and Biophysical Me-
thods 24:107-117 (1992) e Brennan et al., Science 229:81 (1985)). No
entanto, esses fragmentos agora podem ser produzidos diretamente
por células hospedeiras recombinantes. Por exemplo, os fragmentos
de anticorpos também podem ser isolados a partir das bibliotecas de
fagos de anticorpos discutidas acima. Alternativamente, os fragmentos
Fab'-SH podem ser recuperados diretamente de E. coli e quimicamen-

te acoplados para formar fragmentos de F(ab'). (Carter et al.,
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Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De acordo com outra abordagem,
fragmentos F(ab'). podem ser isolados diretamente a partir de cultura
de células hospedeiras recombinantes. Outras técnicas para a produ-
cao de fragmentos de anticorpos ficardo evidentes aos versados na
técnica. Em outras modalidades, o anticorpo de escolha € um fragmen-
to Fv de cadeia simples (scFv). Ver WO 93/16185; Patente US n.
5,571,894; e Patente US n. 5,5687,458. O fragmento de anticorpo tam-
bém pode ser um "anticorpo linear", por exemplo, como descrito na
Patente US 5,641,870, por exemplo. Tais fragmentos de anticorpos li-
neares podem ser monoespecificos ou biespecificos.

[00162] Em algumas modalidades, sdo providos fragmentos dos an-
ticorpos descritos neste documento. Em algumas modalidades, o fra-
gmento de anticorpo descrito € um fragmento de ligagédo ao antigeno.
Em algumas modalidades, o fragmento de ligacdo ao antigeno é sele-
cionado a partir do grupo consistindo em um fragmento Fab, um frag-
mento Fab', um fragmento F(ab')2, um scFv, um Fv e um diacorpo.

(v) Anticorpos biespecificos

[00163] Em algumas modalidades, o anticorpo € um anticorpo bies-
pecifico. Os anticorpos biespecificos sdo anticorpos que possuem es-
pecificidades de ligagao para pelo menos dois epitopos diferentes. Os
anticorpos biespecificos exemplares podem se ligar a dois epitopos di-
ferentes. Alternativamente, um bracgo de ligagao de anticorpo biespeci-
fico pode ser combinado com um bragco que se liga a uma molécula
desencadeante em um leucécito, como uma molécula receptora de cé-
lula T (por exemplo, CD2 ou CD3), ou receptores Fc para IgG (FcyR),
como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e FcyRIII (CD16), de modo a focar
os mecanismos de defesa celular na célula. Os anticorpos biespecifi-
cos podem ser preparados como anticorpos de comprimento completo
ou fragmentos de anticorpo (por exemplo, F(ab'). anticorpos biespeci-

ficos).
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[00164] Os métodos para preparar anticorpos biespecificos s&o co-
nhecidos na técnica. A produgao tradicional de anticorpos biespecifi-
cos de comprimento total baseia-se na co-expressao de dois pares de
imunoglobulina de cadeia pesada-cadeia leve, onde as duas cadeias
tém especificidades diferentes (Millstein et al., Nature, 305:537-539
(1983)). Devido ao arranjo aleatério de cadeias pesadas e leves de
imunoglobulina, esses hibridomas (quadromas) produzem uma mistura
em potencial de 10 moléculas de anticorpo diferentes, das quais so-
mente uma tem a estrutura biespecifica correta. A purificacdo da molé-
cula correta, que é usualmente feita por etapas de cromatografia de
afinidade, é bastante trabalhosa e os rendimentos de produto sao bai-
x0s. Procedimentos semelhantes sdo divulgados no documento WO
93/08829 e em Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991).

[00165] De acordo com uma abordagem diferente, dominios varia-
veis de anticorpo com as especificidades de ligagdo desejadas (sitios
de combinacdo anticorpo-antigeno) sédo fundidos as sequéncias de
dominios constantes de imunoglobulina. Em algumas modalidades, a
fusdo é realizada com um dominio constante de cadeia pesada de
imunoglobulina, compreendendo pelo menos parte das regidées de do-
bradica CH2 e CH3. Em algumas modalidades, a primeira regido cons-
tante de cadeia pesada (CH1) que contém o sitio necessario para a li-
gacgao da cadeia leve, presente em pelo menos uma das fusdes. DNAs
que codificam as fusdes de cadeia pesada de imunoglobulina e, se
desejado, a cadeia leve de imunoglobulina, sao inseridos em vetores
de expressao separados e sao co-transfectados para um organismo
hospedeiro adequado. Isso prové maior flexibilidade no ajuste das
propor¢cdes mutuas dos trés fragmentos polipeptidicos em modalida-
des quando razdes desiguais das trés cadeias polipeptidicas utilizadas
na construgdo proveem os rendimentos 6timos. E, no entanto, possivel

inserir as sequéncias codificadoras para duas ou para todas as trés
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cadeias polipeptidicas em um vetor de expressao quando a expressao
de pelo menos duas cadeias polipeptidicas em proporcdes iguais re-
sulta em rendimentos elevados ou quando as proporgdes nao tém sig-
nificado em particular.

[00166] Em algumas modalidades dessa abordagem, os anticorpos
biespecificos sdo compostos por uma cadeia pesada de imunoglobuli-
na hibrida com uma primeira especificidade de ligagdo em um braco, e
um par de cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina hibrida (pro-
porcionando uma segunda especificidade de ligacdo) no outro braco.
Verificou-se que essa estrutura assimétrica facilita a separagao do
composto biespecifico desejado das combinagdes de cadeias de imu-
noglobulina indesejadas, uma vez que a presenca de uma cadeia leve
de imunoglobulina em somente uma metade da molécula biespecifica
prové uma forma facil de separacido. Esta abordagem ¢é divulgada no
documento WO 94/04690. Para mais detalhes da criagdo de anticor-
pos biespecificos ver, por exemplo, Suresh et al., Methods in Enzymo-
logy 121:210 (1986).

[00167] De acordo com outra abordagem descrita na Patente US n.
5,731,168, a interface entre um par de moléculas de anticorpos pode
ser manipulada para maximizar a porcentagem de heterodimeros que
sdo recuperados da cultura celular recombinante. Em algumas modali-
dades, a interface compreende pelo menos uma parte do dominio Cr3
de um dominio constante de anticorpo. Neste método, uma ou mais
cadeias laterais pequenas de aminoacidos da interface da primeira
molécula de anticorpo sao substituidas por cadeias laterais maiores
(por exemplo, tirosina ou triptofano). "Cavidades" compensatodrias de
tamanho idéntico ou semelhante a(s) cadeia(s) lateral(is) grande(s)
sdo criadas na interface da segunda molécula de anticorpo substituin-
do cadeias laterais grandes de aminoacidos por menores (por exem-

plo, alanina ou treonina). Isso proporciona um mecanismo para au-
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mentar o rendimento do heterodimero em relagao a outros produtos fi-
nais indesejados, como homodimeros.

[00168] Anticorpos biespecificos incluem anticorpos "heteroconju-
gados" ou reticulados. Por exemplo, um dos anticorpos no heterocon-
jugado pode ser acoplado a avidina, e o outro, a biotina. Estes anticor-
pos foram, por exemplo, propostos para direcionar células do sistema
imunitario para células indesejadas (Patente US n. 4676980) e para
tratamento de infecgdo por HIV (ver WO 91/00360, WO 92/200373 e
EP 03089). Os anticorpos heteroconjugados podem ser produzidos uti-
lizando quaisquer métodos de reticulagdo convenientes. Agentes de
reticulacdo adequados sao bem conhecidos na técnica e sédo divulga-
dos na Patente US n. 4,676,980, juntamente com varias técnicas de
reticulacao.

[00169] As técnicas para gerar anticorpos biespecificos a partir de
fragmentos de anticorpos também foram descritas na literatura. Por
exemplo, anticorpos biespecificos podem ser preparados utilizando li-
gacao quimica. Brennan et al., Science 229: 81 (1985) descrevem um
procedimento em que anticorpos intactos sao clivados proteoliticamen-
te para gerar fragmentos F(ab').. Esses fragmentos sao reduzidos na
presenga do agente complexante de ditiol, arsenito de sodio, para es-
tabilizar ditidis vicinais e evitar a formacgao de dissulfeto intermolecular.
Os fragmentos Fab' gerados sdao entdo convertidos em derivados de
tionitrobenzoato (TNB). Um dos derivados Fab'-TNB é ent&o reconver-
tido no Fab'-tiol por redugédo com mercaptoetilamina e € misturado com
uma quantidade equimolar do outro derivado Fab'-TNB para formar o
anticorpo biespecifico. Os anticorpos biespecificos produzidos podem
ser utilizados como agentes para a imobilizagc&o seletiva de enzimas.
[00170] Foram também descritas varias técnicas para produzir e
isolar fragmentos de anticorpos biespecificos diretamente de cultura de

células recombinantes. Por exemplo, os anticorpos biespecificos foram
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produzidos utilizando ziperes de leucina. Kostelny et al., J. Immunol.
148(5):1547-1553 (1992). Os peptideos de ziper de leucina das prote-
inas Fos e Jun foram ligados as porcdes Fab' de dois anticorpos dife-
rentes por fusdo de genes. Os homodimeros de anticorpo foram redu-
zidos na regido da dobradi¢a para formar monémeros e depois reoxi-
dados para formar os heterodimeros de anticorpo. Esse método tam-
bém pode ser utilizado para a produgao de homodimeros de anticorpo.
A tecnologia de "diacorpo" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993) proporcionou um mecanismo al-
ternativo para preparar fragmentos de anticorpo biespecificos. Os fra-
gmentos compreendem um dominio variavel de cadeia pesada (Vh)
conectado a um dominio variavel de cadeia leve (VL) por um ligante
que é curto demais para permitir o emparelhamento entre os dois do-
minios na mesma cadeia. Por conseguinte, os dominios Vx e VL de um
fragmento sao forgados a emparelhar com os dominios complementa-
res VL e Vy de outro fragmento, formando, desse modo, dois sitios de
ligacdo ao antigeno. Relatou-se também outra estratégia para preparar
fragmentos de anticorpo biespecificos pela utilizagcdo de dimeros
Fv(sFv) de cadeia simples. Ver Gruber et al., J. Immunol. 152:5368
(1994).

[00171]  Anticorpos com mais de duas valéncias sao contemplados.
Por exemplo, anticorpos triespecificos podem ser preparados. Tutt et
al., J. Immunol. 147:60 (1991).

(vi) Anticorpos Multivalentes

[00172] Em algumas modalidades, os anticorpos sao anticorpos
multivalentes. Um anticorpo multivalente pode ser internalizado (e/ou
catabolizado) mais rapidamente do que um anticorpo bivalente por
uma célula que expressa um antigeno ao qual os anticorpos se ligam.
Os anticorpos providos neste documento podem ser anticorpos multi-

valentes (que sao diferentes que os da classe IgM) com trés ou mais
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sitios de ligacdo ao antigeno (por exemplo, anticorpos tetravalentes),
que podem ser produzidos facilmente por expressao recombinante de
acido nucleico que codifica as cadeias polipeptidicas do anticorpo. O
anticorpo multivalente pode compreender um dominio de dimerizagao
e trés ou mais sitios de ligacado ao antigeno. O dominio de dimerizagao
preferencial compreende (ou consiste em) uma regido Fc ou uma regi-
ao de dobradica. Neste cenario, o anticorpo compreendera uma regiao
Fc e trés ou mais sitios de ligagao ao antigeno amino-terminal em re-
lagdo a regido Fc. O anticorpo multivalente preferencial neste docu-
mento compreende (ou consiste em) trés a cerca de oito, mas prefe-
rencialmente quatro, sitios de ligagao ao antigeno. O anticorpo multiva-
lente compreende pelo menos uma cadeia polipeptidica (e preferenci-
almente duas cadeias polipeptidicas), em que a(s) cadeia(s) polipepti-
dica(s) compreendem dois ou mais dominios variaveis. Por exemplo,
a(s) cadeia(s) polipeptidica(s) pode(m) compreender VD1-(X1)n-VD2-
(X2) n-Fc, em que VD1 € um primeiro dominio variavel, VD2 & um se-
gundo dominio variavel, Fc € uma cadeia polipeptidica de uma regiao
Fc, X1 e X2 representam um aminoacido ou polipeptideo, e n € 0 ou 1.
Por exemplo, a(s) cadeia(s) polipeptidica(s) pode(m) compreender:
cadeia de regidao VH-CH1-ligante flexivel-VH-CH1-Fc; ou cadeia de re-
gido VH-CH1-VH-CH1-Fc. O anticorpo multivalente preferencial neste
documento compreende adicionalmente pelo menos dois (e preferen-
cialmente quatro) polipeptideos do dominio variavel de cadeia leve. O
anticorpo multivalente neste documento pode, por exemplo, compre-
ender de aproximadamente dois a cerca de oito polipeptideos de do-
minio variavel de cadeia leve. Os polipeptideos do dominio variavel de
cadeia leve contemplados neste documento compreendem um domi-
nio variavel de cadeia leve e, opcionalmente, compreendem adicio-
nalmente um dominio CL.

[00173] Em algumas modalidades, anticorpo € um anticorpo multi-
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especifico. Exemplos de anticorpos multiespecificos incluem, mas nao
estdo limitados a, um anticorpo que compreende um dominio variavel
de cadeia pesada (VH) e um dominio variavel de cadeia leve (VL), onde
a unidade VHVL tem especificidade poliepitdpica, anticorpos possuem
dois ou mais VL e V4 com cada unidade VnhV. ligando-se a um epitopo
diferente, anticorpos que possuem dois ou mais dominios variaveis
unicos, em que cada dominio variavel unico se liga a um epitopo dife-
rente, anticorpos de comprimento completo, fragmentos de anticorpo,
tais como Fab, Fv, dsFv, scFv, diacorpos, diacorpos biespecificos e
triacorpos, fragmentos de anticorpo que foram ligados de forma cova-
lente ou n&o covalente. Em alguma modalidade que o anticorpo possui
especificidade poliepitopica; por exemplo, a capacidade de se ligar es-
pecificamente a dois ou mais epitopos diferentes no(s) mesmo(s) ou
alvo(s) diferente(s). Em algumas modalidades, os anticorpos sdo mo-
noespecificos; por exemplo, um anticorpo que liga apenas um epitopo.
De acordo com uma modalidade, o anticorpo multiespecifico € um an-
ticorpo IgG que se liga a cada epitopo com uma afinidade de 5 uM a
0,001 pM, 3 uM a 0,001 pM, 1 uM a 0,001 pM, 0,5 uM a 0,001 pM, ou
0,1 uM a 0,001 pM.

(vii) Outras Modificacbes de Anticorpos

[00174] Pode ser desejavel modificar o anticorpo provido neste do-
cumento em relagao a funcao efetora, por exemplo, de modo a aumen-
tar a citotoxicidade mediada por células dependentes ao antigeno
(ADCC) e/ou a citotoxicidade dependente do complemento (CDC) do
anticorpo. Isto pode ser alcangado através da introdugédo de uma ou
mais substituicbes de aminoacidos em uma regiao Fc do anticorpo. Al-
ternativa ou adicionalmente, os residuos de cisteina podem ser intro-
duzidos na regido Fc, permitindo assim a formagao de ligagbes dissul-
feto entre cadeias nesta regido. O anticorpo homodimérico assim ge-

rado pode ter uma capacidade de internalizacdo melhorada e/ou au-
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mento da morte celular mediada pelo complemento e citotoxicidade ce-
lular dependente de anticorpos (ADCC). Ver Caron et al., J. Exp Med.
176: 1191-1195 (1992) e Shopes, BJ, Immunol. 148:2918-2922 (1992).
Os anticorpos homodiméricos com atividade antitumoral melhorada
podem também ser preparados utilizando agentes de reticulacdo hete-
robifuncionais, tal como descrito em Wolff et al., Cancer Research
53:2560-2565 (1993). Alternativamente, um anticorpo pode ser modifi-
cado com duas regides Fc e pode, assim, ter lise mediada por com-
plemento e capacidades ADCC aprimoradas. Ver Stevenson et al., An-
ti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989).

[00175] Para aumentar a metade do soro da meia vida sérica do an-
ticorpo, podem ser feitas alteragées de aminoacidos no anticorpo como
descrito na US 2006/0067930, a qual é incorporada neste documento
por referéncia na sua totalidade.

(B)Variantes e Modificacées do Polipeptideo

[00176] A(s) modificacdo(des) da sequéncia de aminoacidos dos
polipeptideos, incluindo anticorpos, descritos neste documento podem
ser usados nos métodos de purificagao de polipeptideos (por exemplo,
anticorpos) descritos neste documento.

Variantes de Polipeptideos

[00177] "Variante de polipeptideo" significa um polipeptideo, prefe-
rencialmente um polipeptideo ativo, como definido neste documento,
possuindo pelo menos cerca de 80% de identidade de sequéncia de
aminoacidos com uma sequéncia nativa de comprimento total do poli-
peptideo, uma sequéncia polipeptidica sem o polipeptideo do sinal, um
dominio extracelular de um polipeptideo, com ou sem o polipeptideo
do sinal. Tais variantes polipeptidicas incluem, por exemplo, polipepti-
deos em que um ou mais residuos de aminoacidos sdo adicionados,
ou eliminados, no terminal N ou C da sequéncia de aminoacidos nativo

de comprimento total. Normalmente, uma variante de polipeptideo TAT
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tera pelo menos cerca de 80% de identidade de sequéncia de aminoa-
cidos, alternativamente pelo menos cerca de qualquer identidade de
sequéncia de aminoacidos de 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% em relagdo a uma sequéncia polipeptidica de sequéncia nativa
completa, uma sequéncia polipeptidica que ndo possui o sinal peptidi-
co, um dominio extracelular de um polipeptideo, com ou sem sinal
peptidico. Opcionalmente, os polipeptideos variantes n&o terdo mais
do que uma substituicdo conservativa de aminoacidos em comparagao
com a sequéncia do polipeptideo nativo, alternativamente ndo mais do
que qualquer uma dentre 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 substituicdes de
aminoacidos conservativos em comparacao com a sequéncia do poli-
peptideo nativo.

[00178] O polipeptideo variante pode ser truncado no terminal N ou
terminal C, ou pode carecer de residuos internos, por exemplo, quando
comparado com um polipeptideo nativo de comprimento total. Certos
polipeptideos variantes podem carecer de residuos de aminoacidos
que nao sao essenciais para uma atividade bioldgica desejada. Estes
polipeptideos variantes com truncamentos, delegcdes e insercdes po-
dem ser preparados por qualquer uma das varias técnicas convencio-
nais. Os polipeptideos variantes desejados podem ser sintetizados
quimicamente. Outra técnica adequada envolve isolar e amplificar um
fragmento de acido nucleico que codifica um polipeptideo variante de-
sejado, por meio da reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Os oligo-
nucleotideos que definem os terminais desejados do fragmento de
acido nucleico sdo empregados nos iniciadores 5 'e 3' na PCR. Prefe-
rencialmente, os polipeptideos variantes partiiham pelo menos uma
atividade bioldégica e/ou imunoldgica com o polipeptideo nativo divul-
gado neste documento.

[00179] As insercbes de sequéncia de aminoacidos incluem fusdes

amino e/ou carboxi-terminais que variam em comprimento de um resi-
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duo a polipeptideos que contém cem ou mais residuos, bem como in-
sercdes intrassequénciais de residuos de aminoacidos unicos ou mul-
tiplos. Exemplos de inser¢des terminais incluem um anticorpo com um
residuo metionila do terminal N ou o anticorpo fundido com um poli-
peptideo citotdxico. Outras variantes de insercdo da molécula de anti-
corpo incluem a fusao ao terminal N ou C do anticorpo de uma enzima
ou um polipeptideo que aumenta a meia-vida sérica do anticorpo.
[00180] Por exemplo, pode ser desejavel melhorar a afinidade de li-
gacao e/ou outras propriedades biolégicas do polipeptideo. As varian-
tes da sequéncia do polipeptideo sé&o preparadas por meio da introdu-
cao de alteragcdes de nucleotideos apropriadas no acido nucleico do
anticorpo ou por sintese de peptideos. Essas modificacdes incluem,
por exemplo, delecdes de, e/ou insercdes em e/ou substituicoes de re-
siduos dentro das sequéncias de aminoacidos do polipeptideo. Qual-
quer combinacdo de exclusdo, insercdo, e substituicdo é feita para
chegar ao construto final, desde que o construto final possua as carac-
teristicas desejadas. As alteracdes de aminoacidos também podem al-
terar os processos pos-transladagéo do polipeptideo (por exemplo, an-
ticorpo), tais como alteracdo da quantidade ou posicdo dos sitios de
glicosilagao.

[00181] A orientagcdo para determinar qual residuo de aminoacido
pode ser inserido, substituido ou eliminado sem afetar adversamente a
atividade desejada pode ser encontrada por meio da comparacao da
sequéncia do polipeptideo com aquela das moléculas de polipeptideo
conhecidas homdlogas e minimizando o numero de alteragdes de se-
quéncia de aminoacidos feitas em regides de homologia elevada.
[00182] Um método util para a identificacdo de certos residuos ou
regides do polipeptideo (por exemplo, anticorpo) que séo locais prefe-
renciais para mutagénese € chamado de "mutagénese de varredura de

alanina" como descrito por Cunningham e Wells, Science 244:1081-
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1085 (1989). Aqui, um residuo ou grupo de residuos alvo sao identifi-
cados (por exemplo, residuos carregados como Arg, Asp, His, Lys e
Glu) e substituidos por um aminoacido neutro ou carregado negativa-
mente (mais preferencialmente Alanina ou Polialanina) para afetar a in-
teragdo dos aminoacidos com antigeno. Esses locais de aminoacidos
demonstram sensibilidade funcional as substituicbes sao entéo refina-
das por meio da introducdo de variantes adicionais ou outras em, ou
para, os sitios de substituicdo. Desta forma, embora o local para intro-
ducdo de uma variagcao de sequéncia de aminoacidos seja predeter-
minado, a natureza da mutagao per se nao precisa ser predetermina-
da. Por exemplo, para analisar o desempenho de uma mutagdo em um
determinado sitio, a varredura Ala ou mutagénese aleatoria € conduzi-
da no codon ou regido alvo e as variantes de anticorpos sao selecio-
nadas para a atividade desejada.

[00183] Outro tipo de variante € uma variante de substituicdo de
aminoacidos. Estas variantes possuem pelo menos um residuo de
aminoacido na molécula de anticorpo substituido por um residuo dife-
rente. Os sitios de maior interesse para mutagénese de substituicao
incluem as regides hipervariaveis, mas as alteragcdes de FR também
sao contempladas. Substituicdes conservativas sdo mostradas na Ta-
bela 1 abaixo sob o titulo de "substituicbes conservativas". Se estas
substituigdes resultarem em uma alteragao na atividade bioldgica, en-
tdo alteragcdes mais substanciais, denominadas "substituicdes exempli-
ficativas" na Tabela 1, ou como adicionalmente descrito acima em re-
feréncia a classes de aminoacidos, podem ser introduzidas e os produ-

tos, examinados.
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Tabela 1

Residuo | Exemplos de Substituicbes Substituicbes
Original Conservativas
Ala (A) Val; Leu; lle Val

Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys

Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn

Asp (D) Glu; Asn Glu

Cys (C) Ser; Ala Ser

GIn (Q) Asn; Glu Asn

Glu (E) Asp; GIn Asp

Gly (G) Ala Ala

His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg

lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg

Met (M) Leu; Phe; lle Leu

Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Val; Ser Ser

Trp (W) Tyr; Phe Tyr

Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe

Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

[00184] Modificagdes substanciais nas propriedades bioldgicas do

polipeptideo sao obtidas por meio de substituicdes seletivas que se di-
ferem de modo significativo em seus efeitos de manutencao (a) da es-
trutura da cadeia principal de polipeptideo na area da substituicdo, por
exemplo, como uma conformacéao helicoidal ou de Iamina, (b) da carga
ou hidrofobicidade da molécula no sitio alvo ou (c) do volume da ca-
deia lateral. Os aminoacidos podem ser agrupados de acordo com as
semelhangas nas propriedades das suas cadeias laterais (em AL Leh-

ninger, Biochemistry segunda ed., Pp. 73-75, Worth Publishers, Nova

York (1975)):
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nao polar: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (I), Pro (P), Phe (F),
Trp (W), Met (M)
polar sem carga: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y),
Asn (N), GIn (Q)
acido: Asp (D), Glu (E)
basico: Lys (K), Arg (R), His (H)
[00185] Alternativamente, os residuos de ocorréncia natural podem
ser divididos em grupos com base em propriedades comuns da cadeia
lateral:
hidrofobicos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;
hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;
acidos: Asp, Glu;
basicos: His, Lys, Arg;
residuos que influenciam na orientagao de cadeia: Gly, Pro;
aromaticos: Trp, Tyr, Phe.
[00186] As substituicbes ndo conservativas implicam a troca de um
membro de uma dessas classes por outra classe.
[00187] Qualquer residuo de cisteina ndo envolvido na manutengao
da conformacado adequada do anticorpo pode também ser substituido,
geralmente por serina, para melhorar a estabilidade oxidativa da molé-
cula e prevenir ligacdo cruzada aberrante. Por outro lado, uma liga-
cao(bes) de cisteina pode(m) ser adicionada(s) ao polipeptideo para
melhorar a sua estabilidade (particularmente quando o anticorpo é um
fragmento de anticorpo tal como um fragmento Fv).
[00188] Um tipo de variante substitucional particularmente preferen-
cial envolve a substituicdo de um ou mais residuos da regido hiperva-
riavel de um anticorpo de origem (por exemplo, um anticorpo humani-
zado). Geralmente, a(s) variante(s) resultante(s) selecionada(s) para
desenvolvimento posterior terao propriedades biolégicas melhoradas

em relacdo ao anticorpo de origem a partir do qual elas séo geradas.
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Uma maneira conveniente para gerar tais variantes de substituigao en-
volve a maturacdo por afinidade usando exibicdo de fagos. Resumi-
damente, varios sitios de regido hipervariaveis (por exemplo, 6-7 si-
tios) sofrem mutagdes para gerar todas as substituicdes de aminoaci-
dos possiveis em cada sitio. As variantes de anticorpos assim geradas
sdo exibidas de uma forma monovalente a partir de particulas de fagos
filamentosos como fusdes para o produto do gene Il de M13 embala-
do dentro de cada particula. As variantes exibidas no fago sédo entao
triadas quanto a sua atividade bioldgica (por exemplo, afinidade de li-
gacao) como divulgado neste documento. De modo a identificar os si-
tios da regido hipervariavel candidatos para modificagdo, a mutagéne-
se de varredura de alanina pode ser realizada para identificar residuos
da regiao hipervariavel que contribuem significativamente para a liga-
¢cado ao antigeno. Alternativamente, ou adicionalmente, pode ser bené-
fico analisar uma estrutura cristalina do complexo antigeno-anticorpo
para identificar pontos de contato entre o anticorpo e o alvo. Tais resi-
duos de contato e residuos vizinhos sdo candidatos a substituicdo de
acordo com as técnicas aqui elaboradas. Uma vez que tais variantes
sao geradas, o painel de variantes € submetido a rastreio conforme
descrito neste documento e anticorpos com propriedades superiores
em um ou mais ensaios relevantes podem ser selecionados para de-
senvolvimento posterior.

[00189] Outro tipo de variante de aminoacido do polipeptideo altera
0 padrao de glicosilagcado original do anticorpo. O polipeptideo pode
compreender fracbes de ndo aminoacido. Por exemplo, o polipeptideo
pode ser glicosilado. Tal glicosilagao pode ocorrer naturalmente duran-
te a expressdo do polipeptideo na célula hospedeira ou organismo
hospedeiro, ou pode ser uma modificagcado deliberada decorrente de in-
tervencao humana. Por alteragdo designa-se dizer deletar uma ou

mais fragcdes de carboidrato encontradas no polipeptideo, e/ou adicio-
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nar um ou mais sitios de glicosilagao que néo estao presentes no poli-
peptideo.

[00190] A glicosilacdo do polipeptideo é tipicamente N-ligada ou O-
ligada. N-ligada se refere a ligagcédo da fragao carboidrato a cadeia late-
ral de um residuo de asparagina. As sequéncias tripeptidicas aspara-
gina-X-serina e asparagina-X-treonina, onde X €& qualquer aminoacido
exceto prolina, sdo as sequéncias de reconhecimento para a ligacao
enzimatica da fragdo carboidrato a cadeia lateral de asparagina. As-
sim, a presenca de qualquer uma dessas sequéncias tripeptidicas em
um polipeptideo cria um local de glicosilacdo em potencial. A glicosila-
cao de ligagcdo a O se refere a ligagdo de um dos acgucares N-
acetilgalactosamina, galactose ou xilose a um hidroxiaminoacido, mais
comumente serina ou treonina, embora 5-hidroxiprolina ou 5-
hidroxilisina também possam ser usados.

[00191] Adicao de locais de glicosilagao ao polipeptideo é realizada
convenientemente ao se alterar a sequéncia de aminoacidos de tal
forma que contenha uma ou mais das sequéncias de tripeptideo des-
critas acima (para locais de glicosilagado de ligagcdo a N). A alteracao
também pode ser pela adigado de, ou substituicdo por, um ou mais re-
siduos de serina ou treonina a sequéncia do anticorpo original (para
locais de glicosilagao ligada a O).

[00192] A remocao de fragdes de carboidrato presentes no polipep-
tideo pode ser realizada quimicamente ou enzimaticamente ou pela
substituicdo mutacional de cdédons que codificam para residuos de
aminoacidos que servem como alvos para a glicosilagéo. A clivagem
enzimatica de fragcbes carboidrato em polipeptideos pode ser alcanca-
da pelo uso de uma variedade de endo e exoglicosidases.

[00193] Outras modificagdes incluem a desamidacdo de residuos
de glutaminila e asparaginila para os residuos de glutamila e aspartila

correspondentes, respectivamente, a hidroxilagdo de prolina e lisina,
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fosforilagdo de grupos hidroxila de residuos de serila ou treonila, meti-
lagdo dos grupos a-amino de lisina, arginina e cadeias laterais de his-
tidina, acetilacdo da amina N-terminal e amidacdo de qualquer grupo
carboxila C-terminal.

Polipeptideos Quiméricos

[00194] O polipeptideo descrito neste documento pode ser modifi-
cado de forma a formar moléculas quiméricas compreendendo o poli-
peptideo fundido um com outro, polipeptideo heterélogo ou sequéncia
de aminoacidos. Em algumas modalidades, uma molécula quimérica
compreende uma fusdo do polipeptideo com um polipeptideo de mar-
cacao que prové um epitopo ao qual um anticorpo anti-marcacao pode
se ligar seletivamente. A marcacédo do epitopo é geralmente colocada
no terminal amino ou carboxila do polipeptideo. A presenca de tais
formas marcadas com epitopo do polipeptideo pode ser detectada
usando um anticorpo contra o polipeptideo marcador. Além disso, a
provisdo da marcagcao de epitopo permite que o polipeptideo seja
prontamente purificado por meio de purificacdo por afinidade usando
um anticorpo anti-marcador ou outro tipo de matriz de afinidade que se
liga ao marcador de epitopo.

[00195] Em uma modalidade alternativa, a molécula quimérica pode
compreender uma fusdo do polipeptideo com uma imunoglobulina ou
uma regiao particular de uma imunoglobulina. Uma forma bivalente da
molécula quimérica é referida como uma "imunoadesina".

[00196] Tal como usado neste documento, o termo "imunoadesina"
designa moléculas do tipo anticorpo que combinam a especificidade
de ligacdo de um peptideo heterdlogo com as funcgdes efetoras dos
dominios constantes de imunoglobulina. Estruturalmente, as imunoa-
desinas compreendem uma fusdo de uma sequéncia de aminoacidos
com a especificidade de ligacdo desejada que € outra sendo o reco-

nhecimento do antigeno e do local de ligacdo a um anticorpo (isto €,
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"heterdloga") e uma sequéncia de dominio constante de imunoglobuli-
na. A parte de adesina de uma molécula de imunoadesina é tipicamen-
te uma sequéncia de aminoacidos contigua compreendendo pelo me-
nos o local de ligacdo de um receptor ou um ligante. A sequéncia de
dominio constante de imunoglobulina na imunoadesina pode ser obti-
da de qualquer imunoglobulina, tal como subtipos IgG-1, IgG-2, 1gG-3,
ou lgG-4, IgA (incluindo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD ou IgM.

[00197] As fusbes de Ig incluem preferencialmente a substituicdo de
uma forma soluvel (dominio transmembrana eliminado ou inativado) de
um polipeptideo em lugar de pelo menos uma regi&o variavel dentro de
uma molécula de Ig. Em uma modalidade particularmente preferencial,
a fusdo de imunoglobulina inclui a dobradi¢ca, CH> e CHs, ou a dobra-
dica, regides CH1, CH2> e CH3z de uma molécula de 1gG1.

Conjugados Polipeptidicos

[00198] O polipeptideo para uso em formulacdes polipeptidicas po-
de ser conjugado com um agente citotdxico tal como um agente quimi-
oterapéutico, um agente inibidor de crescimento, uma toxina (por
exemplo, uma toxina enzimaticamente ativa de origem bacteriana, fun-
gica, vegetal ou animal, ou fragmentos dos mesmos), ou um isétopo
radioativo (a saber, um radioconjugado).

[00199] Podem ser utilizados agentes quimioterapéuticos uteis na
geracao de tais conjugados. Além disso, toxinas enzimaticamente ati-
vas ou fragmentos das mesmas que podem ser usados incluem cadeia
A de difteria, fragmentos ativos n&o ligantes da toxina da difteria, ca-
deia A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadeia A de ricina,
cadeia A de abrina, cadeia A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas de Phytolaca americana
(PAPI, PAPII e PAP-S), inibidor de momordica charantia, curcina, cro-
tina, inibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictoci-

na, fenomicina, enomicina e o tricotecenos. Uma variedade de radio-
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nuclideos estao disponiveis para a produgao de polipeptideos radio-
conjugados. Exemplos incluem 2'2Bi, '3, 31In, 9Y, e '8Re. Os conju-
gados do polipeptideo e agente citotoxico sao feitos usando uma vari-
edade de agentes de acoplamento de proteinas bifuncionais, tais co-
mo propionato de N-sucinimidil-3-(2-piridilditio) (SPDP), iminotiolano
(IT), derivados bifuncionais de imidoésteres (como adipimidato de di-
metila HCI), ésteres ativos (tais como, suberato de dissucinimidila), al-
deidos (tais como o glutaraldeido), compostos de bis-azido (como
bis(p-azidobenzoil)-hexanodiamina), derivados de bis-diazénio (tais
como bis-(p-diazoniumbenzoil)-etilenodiamina), di-isocianatos (tais
como, di-isocianato de 2,6-tolueno) e compostos de fluor bis-ativo (tais
como, 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno). Por exemplo, uma imunotoxina
de ricina pode ser preparada como descrito em Vitetta et al., Science
238:1098 (1987). O acido 1-isotiocianatobenzil-3-metildietileno triami-
nopenta-acético marcado no carbono 14 (MX-DTPA) € um agente que-
lante exemplar para a conjugacao de radionucleotideo ao polipeptideo.
[00200] Os conjugados de um polipeptideo e uma ou mais toxinas
de moléculas pequenas, tais como uma caliqueamicina, maitansinoi-
des, um tricoteno e CC1065, e os derivados destas toxinas que tém
atividade de toxina, também sao contemplados neste documento.

[00201] Os maitansinoides sio inibidores mitoticos que atuam ini-
bindo a polimerizacédo da tubulina. A maitansina foi isolada pela primei-
ra vez a partir do arbusto da Africa Oriental Maytenus serrata. Posteri-
ormente, descobriu-se que certos micrébios também produzem mai-
tansinoides, como os ésteres de maitansinol e maitansinol C-3. Tam-
bém é contemplado o maitansinol sintético e os derivados e analogos
do mesmo. Existem muitos grupos de ligacdo conhecidos na técnica
para fabricar conjugados maitansinoides polipeptidicos, incluindo, por
exemplo, aqueles divulgados na Pat. US n. 5,208,020. Os grupos de

ligacdo incluem grupos de dissulfeto, grupos de tioéter, grupos de aci-
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dos labeis, grupos fotolabeis, grupos labeis de peptidase ou grupos la-
beis de esterase, conforme divulgado nas patentes identificadas aci-
ma, sendo os grupos dissulfeto e tioéter preferenciais.

[00202] O ligante pode ser anexado a molécula de maitasinoide em
varias posicdes, dependendo do tipo de ligagdo. Por exemplo, uma li-
gacgao de éster pode ser formada pela reagdo com um grupo hidroxila
utilizando técnicas de acoplamento convencionais. A reacdo pode
ocorrer na posi¢gao C-3 possuindo um grupo hidroxila, a posi¢cdo C-14
modificada com hidroximetila, a posi¢ao C-15 modificada com um gru-
po hidroxila, e a posigdo C-20 com um grupo hidroxila. Em uma moda-
lidade preferencial, a articulagao é formada na posi¢cao C-3 de maitan-
sinol ou um analogo de maitansinol.

[00203] Outro conjugado de interesse compreende um polipeptideo
conjugado com uma ou mais moléculas de caliqgueamicina. A familia
de antibidticos caliqueamicina é capaz de produzir quebras de DNA de
fita dupla em concentracdes sub-picomolares. Para a preparagao dos
conjugados da familia da caliqueamicina, vide, por exemplo, Pat. US n.
5,712,374. Os analogos estruturais da caliqueamicina que podem ser
usados incluem, mas ndo estdo limitados a yi1', a2', as', N-acetil-y1'
PSAG e 61. Outra farmaco anti-tumoral que o anticorpo pode ser con-
jugado € QFA, que é um antifolato. Tanto a caliqueamicina quanto o
QFA tém sitios de acéo intracelulares e ndo atravessam facilmente a
membrana plasmatica. Portanto, a absorcdo celular destes agentes
pelo polipeptideo (por exemplo, anticorpo) mediado pela internalizagao
aumenta significativamente seus efeitos citotoxicos.

[00204] Outros agentes antitumorais que podem ser conjugados
com os polipeptideos descritos neste documento incluem BCNU, es-
treptozoicina, vincristina e 5-fluorouracila, a familia de agentes conhe-
cido coletivamente como complexo LL-E33288, bem como esperamici-

nas.
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[00205] Em algumas modalidades, o polipeptideo pode ser um con-
jugado entre um polipeptideo e um composto com atividade nucleoliti-
ca (por exemplo, uma ribonuclease ou uma endonuclease de DNA tal
como uma desoxirribonuclease; DNase).

[00206] Em ainda outra modalidade, o polipeptideo (por exemplo,
anticorpo) pode ser conjugado a um "receptor" (tal como estreptavidi-
na) para utilizagédo no pré-direcionamento do tumor, em que o conju-
gado de anticorpo-receptor é administrado ao paciente, seguido pela
remogao do conjugado nao ligado da circulagdo usando um agente
depurante e entdo a administracdo de um "ligante" (por exemplo, avi-
dina) que é conjugado a um agente citotoxico (por exemplo, um farma-
co ou radionucleotideo).

[00207] Em algumas modalidades, o polipeptideo que pode ser con-
jugado a uma enzima que ativa a pré-farmaco converte uma pré-
farmaco (por exemplo, um agente quimioterapéutico de peptidil) em
umo farmaco anticancerigena. O componente enzimatico do imu-
noconjugado inclui qualquer enzima capaz de atuar sobre um pro-
farmaco de forma a converté-la na sua forma mais ativa e citotdxica.
[00208] As enzimas que sao uteis incluem, entre outros, fosfatases
alcalinas, que sao uteis para a conversao de pré-farmacos que contém
fosfato em farmacos livres; arilsulfatases, uteis para a conversao de
pro-farmacos que contém sulfato em farmacos; citosina deaminase, util
para a conversao de 5-fluorocitosina n&o toéxica em farmaco anticance-
rigena, 5-fluorouracil; proteases, como serratia protease, termolisina,
subtilisina, carboxipeptidases e catepsinas (como catepsinas B e L),
uteis para a conversao de pré-farmacos que contém peptideo em far-
macos livres; D-alanilcarboxipeptidases, uteis para a conversido de
pro-farmacos de conversao que contém substituintes de D-aminoacido;
enzimas que clivam carboidratos como [B-galactosidase e neuramini-

dase, uteis para a conversao de pro-farmacos glicosiladas em farma-
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cos livres; B-lactamase, util para a conversao de farmacos derivadas
com B-lactamicos em farmacos livres; e penicilina V amidase e penici-
lina G amidase, uteis para a conversao de farmacos derivatizadas em
seus nitrogénios da amina com grupos fenoxiacetil ou fenilacetil, res-
pectivamente, em farmacos livres. Alternativamente, anticorpos com
atividade enzimatica, também conhecidos na técnica como "abzimas",
podem ser usados para converter os pro-farmacos em farmacos ativos
livres.

Outros

[00209] Outro tipo de modificacdo covalente do polipeptideo com-
preende ligar o polipeptideo a um de uma variedade de polimeros nao
proteicos, por exemplo, polietileno glicol, polipropileno glicol, polioxial-
quilenos ou copolimeros de polietilenoglicol e polipropileno glicol. Os
polipeptideos também podem ser aprisionados em microcapsulas pre-
paradas, por exemplo, por técnicas de coacervagao ou por polimeriza-
cao interfacial, por exemplo, hidroximetilcelulose ou microcapsulas de
gelatina e microcapsulas de poli(metilmetacilato), respectivamente, em
sistemas de distribuicdo de farmacos coloidais (por exemplo, liposso-
mas, microesferas de albumina, microemulsdes, nanoparticulas e na-
nocapsulas) ou em macroemulsdes. Tais técnicas sdo divulgadas no
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a edigdo, Gennaro, AR, Ed.,
(1990).

|V. Obtencao de Polipeptideos para Uso nas Formulacées e Métodos

[00210] Os polipeptideos usados nos métodos de analise descritos
neste documento podem ser obtidos usando métodos bem conhecidos
na técnica, incluindo os métodos de recombinagao. As segdes a seguir
fornecem orientacao acerca desses métodos.

Polinucleotideos

[00211] "Polinucleotideo" ou "acido nucleico", conforme usados

permutavelmente aqui, referem-se a polimeros de nucleotideos de
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qualquer comprimento e incluem DNA e RNA.

[00212] Os polinucleotideos que codificam polipeptideos podem ser
obtidos a partir de qualquer fonte incluindo, mas n&o limitado a uma
biblioteca de cDNA preparada a partir do tecido que se acredita possu-
ir o mRNA do polipeptideo e para expressa-lo a um nivel detectavel.
Consequentemente, os polinucleotideos que codificam o polipeptideo
podem ser obtidos convenientemente a partir de uma biblioteca de
cDNA preparada a partir de tecido humano. O gene que codifica o po-
lipeptideo também pode ser obtido a partir de uma biblioteca gendmica
ou por procedimentos sintéticos conhecidos (por exemplo, sintese au-
tomatizada de acido nucleico).

[00213] Por exemplo, o polinucleotideo pode codificar uma cadeia
de moléculas de imunoglobulina inteira, tal como uma cadeia leve ou
uma cadeia pesada. Uma cadeia pesada completa inclui ndo apenas
uma regido variavel de cadeia pesada (VH), mas também uma regiédo
constante de cadeia pesada (Ch), que tipicamente compreendera trés
dominios constantes: Cu1, Ch2 e Cn3; e uma regido de "dobradiga".
Em algumas situagdes, a presenga de uma regiao constante é deseja-
vel.

[00214] Outros polipeptideos que podem ser codificados pelo poli-
nucleotideo incluem fragmentos de anticorpo de ligagdo ao antigeno
tais como anticorpos de dominio unico ("dAbs"), Fv, scFv, Fab' e
F(ab')2 € "minicorpos." Os minicorpos sao (tipicamente) fragmentos de
anticorpos bivalentes dos quais o dominio Cx1 e Ck ou C. foi excisado.
Como os minicorpos sao menores do que os anticorpos convencionais,
eles devem alcangar uma melhor penetracdo do tecido em uso clini-
co/diagnéstico, mas sendo bivalentes eles devem reter afinidade de li-
gacao maior do que fragmentos de anticorpos monovalentes, como
dAbs. Por conseguinte, a menos que o contexto dite o contrario, o ter-

mo "anticorpo”, tal como utilizado neste documento, abrange nao ape-
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nas moléculas de anticorpo completas, mas também fragmentos de
anticorpo de ligacdo ao antigeno do tipo discutido acima. Preferenci-
almente, cada regidao de framework presente no polipeptideo codifica-
do compreendera pelo menos uma substituicdo de aminoacido em re-
lacdo ao framework humano aceptor correspondente. Assim, por
exemplo, as regides de framework podem compreender, no total, trés,
quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, catorze ou
quinze substituicdes de aminoacidos em relacdo as regides de fra-
mework aceptoras.

V. Modalidades Exemplares

[00215] Modalidade 1. Em algumas modalidades, é proporcionado
um método para quantificar um tensoativo ndo iénico em uma compo-
sicao compreendendo o tensoativo ndo idnico e um polipeptideo, em
que a interferéncia entre o tensoativo nio idnico e o polipeptideo du-
rante a quantificacdo é reduzida, em que o método compreende as
etapas de

aplicagcdo da composi¢cao a um material de cromatografia
de troca ani6nica de modo misto, em que a composigao é carregada
no material de cromatografia em uma solucdo compreendendo uma
fase movel A e uma fase mével B, em que a fase movel A compreende
acido em agua e a fase movel B compreende acido em metanol, em
que o polipeptideo se liga ao material de cromatografia especificamen-
te e ndo especificamente;

eluicdo do polipeptideo especificamente ligado a partir do
material da cromatografia de troca aniénica de modo misto com uma
solugdo compreendendo a fase mével A e a fase movel B, em que a
razao entre a fase mével B e a fase movel A é aumentada em compa-
racao a etapa a);

eluicdo do tensoativo n&o idnico e do polipeptideo nao es-

pecificamente ligado a partir do material de cromatografia com uma so-
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lucdo compreendendo a fase moével A e a fase movel B, em que a ra-
zao entre a fase movel B e a fase mével A é aumentada em compara-
cao a etapa c);

quantificacdo do tensoativo ndo ibnico, em que a interferén-
cia entre o tensoativo nao iénico e o polipeptideo durante a quantifica-
cao é reduzida.
[00216] Modalidade 2. Em algumas modalidades adicionais da mo-
dalidade 1, a razdo da fase mével B para a fase movel A na etapa a) é
de cerca de 10:90.
[00217] Modalidade 3. Em algumas modalidades adicionais da mo-
dalidade 1 ou 2, a razdo da fase moével B para a fase movel A é au-
mentada para cerca de 40:60 na etapa b).
[00218] Modalidade 4. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-3, a razdo da fase mével B para a
fase moével A é aumentada para cerca de 100:0 na etapa c).
[00219] Modalidade 5. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-4, a fase movel A compreende cerca
de 2% de acido em agua.
[00220] Modalidade 6. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-5, a fase movel B compreende cerca
de 2% de acido em metanol.
[00221] Modalidade 7. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-6, o acido € o acido férmico.
[00222] Modalidade 8. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-6, o acido € acido acético.
[00223] Modalidade 9. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-8, a vazdo da cromatografia € de
cerca de 1,25 mL/minuto.
[00224] Modalidade 10. Em algumas modalidades adicionais da

modalidade 9, a etapa b) comeca cerca de 1 min apds a cromatografia
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ser iniciada e termina cerca de 3,4 min apds a cromatografia ser inicia-
da.

[00225] Modalidade 11. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 9 ou 10, a etapa c) comega cerca de 3,5 min apds a cro-
matografia ser iniciada e termina cerca de 4,6 min apos a cromatogra-
fia ser iniciada.

[00226] Modalidade 12. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-11, o agente tensoativo n&o idénico é
poloxamero (P188) ou um polissorbato.

[00227] Modalidade 13. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 12, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80.
[00228] Modalidade 14. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-13, a concentracado de tensoativos
nao idnicos na composicado esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0%
(p/v).

[00229] Modalidade 15. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-14, a concentragdo de proteina na
composicao é de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL.

[00230] Modalidade 16. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-15, a formulacao tem um pH de cer-
ca de 4,5 a cerca de 7,5.

[00231] Modalidade 17. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-16, a composicdo compreende adi-
cionalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tamp&o, um tensoativo e um agente
de tonicidade.

[00232] Modalidade 18. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-17, a composi¢cao € uma formulagao
farmacéutica adequada para administragdo a um sujeito.

[00233] Modalidade 19. Em algumas modalidades adicionais de
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qualquer uma das modalidades 1-18, o polipeptideo € um polipeptideo
terapéutico.

[00234] Modalidade 20. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 16, o polipeptideo terapéutico € uma proteina de fusao,
um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo huma-
nizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um anticorpo
multiespecifico, um anticorpo glico-manipulado ("glycoengineered"),
um fragmento de anticorpo, um conjugado de anticorpo-farmaco, um
THIOMAB™ ou um conjugado de THIOMAB ™-farmaco.

[00235] Modalidade 21. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-20, o material de cromatografia de
troca aniénica de modo misto compreende um polimero de troca ani6-
nica forte de fase reversa.

[00236] Modalidade 22. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-21, o material de cromatografia de
troca anibnica de modo misto compreende uma fragdo amina quater-
naria.

[00237] Modalidade 23. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-22, o material de cromatografia de
troca anidénica de modo misto compreende um suporte solido.

[00238] Modalidade 24. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-23, o material de cromatografia de
troca anionica de modo misto esta contido em uma coluna.

[00239] Modalidade 25. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-24, o material de cromatografia de
troca anibnica de modo misto € um material de cromatografia liquida
de alta resolugao (HPLC).

[00240] Modalidade 26. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-25, o material de cromatografia de

troca ani6nica de modo misto € um material de cromatografia Oasis®

Peticao 870200098699, de 06/08/2020, pag. 189/266



186/251

MAX.
[00241] Modalidade 27. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 1-26, o detergente nao ibnico é quanti-
ficado por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um
Detector de Aerossol Carregado (CAD).
[00242] Modalidade 28. Em algumas modalidades, é proporcionado
um método para quantificacdo de um tensoativo n&o ibnico em uma
composi¢cao compreendendo o tensoativo n&o ibnico e um polipepti-
deo, em que o método compreende as etapas de

aplicagcdo da composicao e um material de cromatografia
de troca catibnica de modo misto, em que a composi¢ao é carregada
no material de cromatografia em uma solucdo compreendendo uma
fase movel A e uma fase mével B, em que a fase movel A compreende
hidréxido de aménio em agua e a fase mével B compreende hidréxido
de amoénio em um solvente organico;

eluicdo do polipeptideo a partir do material da cromatografia
de troca catibnica de modo misto com uma solugdo compreendendo a
fase movel A e a fase movel B, em que a razdo entre a fase movel B e
a fase movel A é aumentada em comparacgao a etapa a);

eluicdo do tensoativo n&o ibnico a partir do material de
cromatografia com uma solugdo compreendendo a fase movel A e a
fase movel B, em que a razao entre a fase movel B e a fase movel A é
aumentada em comparacao a etapa c);

quantificacdo do tensoativo n&o idnico.
[00243] Modalidade 29. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 28, o solvente organico da fase movel B € metanol.
[00244] Modalidade 30. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 28 ou 29, a razdo da fase mével B para a fase movel A na
etapa a) é de cerca de 10:90.

[00245] Modalidade 31. Em algumas modalidades adicionais de
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qualquer uma das modalidades 28-30, a razdo da fase mével B para a
fase movel A € aumentada para cerca de 45:55 na etapa b).

[00246] Modalidade 32. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-31, a razdo da fase mével B para a
fase movel A é aumentada para cerca de 100:0 na etapa c).

[00247] Modalidade 33. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-32, a fase mével A compreende
cerca de 2% de hidroxido de amdnio em agua.

[00248] Modalidade 34. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-33, a fase mével B compreende
cerca de 2% de hidroxido de amdénio em metanol.

[00249] Modalidade 35. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-34, a vazao da cromatografia € de
cerca de 1,4 mL/minuto.

[00250] Modalidade 36. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 35, a etapa b) comeca cerca de 1 min apds a cromatogra-
fia ser iniciada e termina cerca de 4,4 min apds a cromatografia ser ini-
ciada.

[00251] Modalidade 37. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 35 ou 36, a etapa c) comecga cerca de 4,5 min apds a cro-
matografia ser iniciada e termina cerca de 7,6 min apos a cromatogra-
fia ser iniciada.

[00252] Modalidade 38. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das formas de realizacdo 28-37, o agente tensoativo
nao iénico € um polissorbato.

[00253] Modalidade 39. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 38, o polissorbato € polissorbato 20 ou polissorbato 80.
[00254] Modalidade 40. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 38 ou 39, a concentragcdo de polissorbato na composigcao

esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v).
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[00255] Modalidade 41. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 28, o solvente organico da fase movel B € acetonitrila.
[00256] Modalidade 42. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 41, a razdo da fase movel B para a fase mével A na etapa
a) € de cerca de 10:90.

[00257] Modalidade 43. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 41 ou 42, a razao da fase movel B para a fase movel A é
aumentada para cerca de 40:60 na etapa b).

[00258] Modalidade 44. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 41-43, a razdo da fase mével B para a
fase moével A é aumentada para cerca de 100:0 na etapa c).

[00259] Modalidade 45. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 41-44, a fase mével A compreende
cerca de 2% de hidroxido de amdnio em agua.

[00260] Modalidade 46. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 41-45, a fase mével B compreende
cerca de 2% de hidroxido de amdnio em acetonitrila.

[00261] Modalidade 47. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 41-46, o tensoativo n&o i6nico € um
poloxamero.

[00262] Modalidade 48. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 48, o poloxamero € poloxamero P188.

[00263] Modalidade 49. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 48 ou 49, a concentragcdo de poloxamero na composicao
esta na faixa de cerca de 0,001% a 1,0% (p/v).

[00264] Modalidade 50. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-49, a composicao compreende ain-
da N-acetil triptofano e/ou metionina.

[00265] Modalidade 51. Em algumas modalidades adicionais da

modalidade 50, a concentracdo de N-acetil triptofano na composicao
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varia entre cerca de 0,1 mM e cerca de 10 mM.

[00266] Modalidade 52. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 50, a concentragdo de metionina na composigao varia en-
tre cerca de 0,1 mM e cerca de 100 mM.

[00267] Modalidade 53. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-52, a concentragao de polipeptideo
na composicao € de cerca de 1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL.

[00268] Modalidade 54. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-53, a formulagdo tem um pH de
cerca de 4,5 a cerca de 7,5.

[00269] Modalidade 55. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-54, a composi¢cao compreende adi-
cionalmente um ou mais excipientes selecionados dentre o grupo que
consiste em um estabilizador, um tampao e um agente de tonicidade.
[00270] Modalidade 56. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-55, a composicdo é uma formula-
cao farmacéutica adequada para administracdo a um sujeito.

[00271] Modalidade 57. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-56, o polipeptideo € um polipepti-
deo terapéutico.

[00272] Modalidade 58. Em algumas modalidades adicionais da
modalidade 57, a proteina terapéutica € um anticorpo policlonal, um
anticorpo monoclonal, um anticorpo humanizado, um anticorpo huma-
no, um anticorpo quimérico, um anticorpo multiespecifico, um anticorpo
glico-manipulado ("glycoengineered"), um fragmento de anticorpo, um
conjugado de anticorpo-farmaco, um THIOMAB™ ou um conjugado de
THIOMAB™-farmaco.

[00273] Modalidade 59. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-58, o material de cromatografia de

troca catidnica de modo misto compreende um polimero de troca ca-
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tibnica forte de fase reversa.

[00274] Modalidade 60. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-59, o material de cromatografia de
troca catiénica de modo misto compreende uma fracdo de acido sulfoni-
Co.

[00275] Modalidade 61. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-60, o material de cromatografia de
troca catiébnica de modo misto compreende um suporte sélido.

[00276] Modalidade 62. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-61, o material de cromatografia de
troca catidnica de modo misto esta contido em uma coluna.

[00277] Modalidade 63. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-62, o material de cromatografia de
troca catidnica de modo misto € um material de cromatografia liquida
de alta resolugao (HPLC).

[00278] Modalidade 64. Em algumas modalidades adicionais de qual-
quer uma das modalidades 28-63, o material de cromatografia de troca
catibnica de modo misto € um material de cromatografia Oasis® MAX.
[00279] Modalidade 65. Em algumas modalidades adicionais de
qualquer uma das modalidades 28-64, o detergente nao iénico é quan-
tificado por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou ao usar um
Detector de Aerossol Carregado (CAD).

[00280] Todas as caracteristicas divulgadas neste relatério descriti-
vo podem ser combinadas em qualquer combinac¢do. Cada caracteris-
tica divulgada neste relatério descritivo pode ser substituida por uma
caracteristica alternativa servindo a mesma, equivalente ou semelhan-
te finalidade. Assim, a menos que expressamente indicado em contra-
rio, cada caracteristica divulgada € apenas um exemplo de uma série
genérica de caracteristicas equivalentes ou semelhantes.

[00281] Mais detalhes da invengao sao ilustrados pelos seguintes
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exemplos nao limitativos. As divulgacbdes de todas as referéncias na
especificacdo sdo expressamente incorporadas neste documento por
referéncia.

EXEMPLOS

[00282] Os exemplos abaixo pretendem ser puramente exemplares
da invencgao e, portanto, ndo devem ser considerados para limitar a in-
vencgao de forma alguma. Os seguintes exemplos e descricdo detalha-
da sao oferecidos a titulo de ilustracdo e nao a titulo de limitacao.

Materiais e Métodos para os Exemplos

[00283] Os seguintes materiais e métodos foram utilizados para os
exemplos, salvo indicacido em contrario.

Materiais

[00284] Todos os mAb (A1-A20) foram fabricados utilizando linhas
celulares de Ovario de Hamster Chinés (CHO) ou células de Escheri-
chia coli estaveis.

[00285] Cartuchos Waters Oasis® MAX (2,1 x 20 mm, tamanho de
particula de 30 ym, PN# 186002052) e cartuchos Waters Oasis® MCX
(2,1 x 20 mm, tamanho de particula de 30 um, PN # 186002051) foram
adquiridos da Waters. O polissorbato 20 foi obtido da Sigma (P/N
T2700-100ML). O acido férmico foi obtido da Fluka (P/N 94318-250ML-
F). O acido acético glacial de grau de HPLC foi obtido de JT Baker
(P/N 9515-03). O isopropanol (P/N PX1834-1) e o metanol (P/N
MX0488-1) de grau HPLC foram obtidos a partir de OmniSolv. A agua
de grau HPLC foi obtida da Honeywell (Cat. n. 365-4). A solucdo de
amobnia, 27-31%, foi obtida da Spectrum Chemicals (P/N AM180).
Exemplo 1. Otimizagao

[00286] Uma solucdo mais robusta € necessaria para eliminar a in-
terferéncia de proteinas e produzir quantificacdo consistente de PS20
em todos os lotes de cartuchos de HPLC. Como ponto de partida, utili-

zou-se uma formulagdo de conjugado de farmaco de anticorpo (ADC)
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para avaliar a eficacia das modificagcdes dos métodos anteriores antes
de avaliar outras moléculas com os métodos da presente invengdo. Os
objetivos dos experimentos foram desenvolver um ensaio PS para
permitir a quantificacdo robusta de PS20 em multiplas formulagdes de
produto minimizando ou removendo completamente a interferéncia de
proteinas, para demonstrar que o ensaio da invencao melhora a preci-
sao e reprodutibilidade da quantificagdo de PS20 em comparacdo com
ensaios anteriores, incluindo robustez em varios lotes de cartuchos e
para realizar estudos de qualificacdo para avaliar precisédo, preciséo,
especificidade, repetibilidade e precisdo intermediaria do PS20 em
formulacdes selecionadas de produtos.

Meétodos

[00287] Para todos os experimentos, as seguintes configuragdes do
ELSD foram usadas:

[00288] A intensidade da fonte de luz (LED) foi definida para 75%
[00289] O ganho do detector (PMT) foi definido como 1

[00290] No ensaio de HPLC, os ésteres de PS20 retém-se no car-
tucho enquanto outros excipientes, proteinas e espécies PS20 nao es-
terificadas eluem nas etapas de passagem ou de lavagem. Apos a
etapa de lavagem, o detector de espalhamento de luz evaporativo
(ELSD) é colocado em linha utilizando uma valvula de desvio e as es-
pécies de polissorbato esterificado sdo eluidas com um gradiente de-
grau de uma % de fase organica mais elevada. As espécies de PS20
nao esterificadas constituem cerca de 20% da composicao total de
PS20 (Hewitt, D. et al., 2011, J. Chromatography A, 1218: 2138-2145).
O ensaio HPLC-ELSD quantifica apenas ésteres PS20, o que é sufici-
ente, desde que o lote de PS20 utilizado para a preparacdo de pa-
drées contenha quantidades semelhantes de ésteres de PS20 em
comparagao com o PS20 na amostra. Uma composicdo de ésteres de

PS20 semelhante aos padrbes pode ser assegurada por um protocolo
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de equivaléncia (Hewitt, D. et al.,, 2011, J. Cromatography A, 1215:
156-160), ou combinando o lote de PS20 utilizado para fazer padrdes
para o lote usado na amostra.

[00291]

referidas como Método 0, foram as seguintes: Agilent 1200 HPLC e

As condigdes HPLC-ELSD para o método original, também

Varian 380 ELSD; O cartucho era um cartucho on-line Waters Oasis
MAX; A fase mével A foi 2% de acido formico em agua; A fase mével B

foi 2% de acido férmico em isopropanol; a vazao foi de 1 mL/min; e o

volume de injecao foi de 20 pl. O gradiente € mostrado na Tabela 2.
Tabela 2: Gradiente do Método 0

Tempo (min) | % da Fase moével | % da Fase mével B | Descrigao da Etapa
A
0 90 10 Carga
1 80 20 Lavagem
3,4 80 20 Lavagem
3,5 0 100 Eluicéo
4.6 0 100 Eluicao
4,7 90 10 Equilibrar
6,6 90 10 Equilibrar
[00292] O método final, também referido como Método 1, com mo-

dificagbes do original em negrito/sublinhado é resumido abaixo. A Ta-
bela 3 mostra o gradiente de LC e a Tabela 4 mostra uma sequéncia
tipica de injegdes para este ensaio. As condigbes de HPLC-ELSD fo-
ram as seguintes: Agilent 1200 HPLC e Varian 380 ELSD; O cartucho
era um cartucho on-line Waters Oasis MAX; A fase movel A foi 2% de
acido férmico em agua ou 2% de acido acético em agua; A fase movel
B foi 2% de acido férmico em isopropanol ou 2% de acido acético em
metanol; a vazao foi de 1,25 mL/min; e o volume de inje¢éo foi de 20 uL
(faixa de concentracdo de PS20 dependente). Embora o acido acético
tenha sido escolhido para as condigdes finais, inicialmente foi realizado
algum trabalho de qualificagdo e robustez usando 2% de acido férmico
na fase movel.

Tabela 3: Gradiente do Método 1
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Tempo (min) | % da Fase mével A | % da Fase mével B | Descricdao da Eta-
pa

0 90 10 Carga

1 60 40 Lavagem

3,4 60 40 Lavagem

3,5 0 100 Eluicao

4,6 0 100 Eluicéo

47 90 10 Equilibrar

6,6 90 10 Equilibrar

Tabela 4: Sequéncia Tipica

Numero de injegdes: | Amostra:

~5 Agua

Padrao 1

Padrao 2

Padrao 3

Controle na concentracao do PS20 alvo
Tampao de formulagao livre de PS20
Proteina livre de PS20

PS20 a 50% de concentracéo adicionada a
3 proteina livre de PS20

1 Controle na concentracao do PS20 alvo

NINI=2INIDNIDN

Otimizacdo de Método

[00293] Condicdes Tentadas Inicialmente:

[00294] Durante o curso do desenvolvimento do Método 1, uma sé-
rie de diferentes condigdes experimentais foram avaliadas antes que a
fase movel final baseada em metanol fosse selecionada, com o objeti-
vo de minimizar o impacto da interferéncia de proteina. Estes experi-
mentos estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5: Breve Resumo de outras solucdes tentadas (acido formico

na fase movel, salvo indicagdo em contrario)

Solugao Tentada Resultados
Cartucho de protegéo de troca anidnica fra- Nenhuma maneira de otimizar rapidamente o
ca de modo misto (WAX) aclamado método para este cartucho - o método de gra-

diente multidegrau (consulte a préoxima se¢ao)
pode ter sido uma abordagem adequada, mas
essa técnica nao foi desenvolvida no momen-
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Solugao Tentada

Resultados

to da avaliagao do cartucho WAX.

Digestdo com Pepsina para clivar o anticor-
po - testar se os peptideos seriam menos
hidrofébicos que as proteinas e reduzir a in-
terferéncia de proteinas

A digestdo com pepsina foi adicionada a
preparagdo da amostra e ndo houve redu-
cao da interferéncia mostrada

Digestdo com papaina para clivar o farmaco
do ligante e o anticorpo em fragmentos - tes-
tar se a remocgao do farmaco do ligante tor-
naria a proteina ADC menos hidrofébica e
reduziria a interferéncia de proteina

Digestdo com papaina adicionada a prepa-
ragcdo da amostra e sem reducdo da interfe-
réncia mostrada

Método de precipitagdo abreviado - precipi-
tar proteina com solvente organico, mas
sem remover solvente organico antes da
analise do sobrenadante

Observou-se  interferéncia  significativa
quando o solvente organico permaneceu na
amostra injetada.

Coluna POROS® A Proteina A em linha com
o cartucho Oasis MAX para reter firmemente
a proteina a montante da coluna de analise
PS20 e eliminar a coeluigédo

O PS20 também é retido na coluna PO-
ROS® A e ndo pode ser eluido sem também
eluir a proteina sob condi¢ées testadas

A coluna POROS® HS CEX em linha com o
cartucho Oasis® MAX retém firmemente a
proteina a montante da coluna de analise
PS20 e elimina a coeluigao

Sem alterar o método, a proteina liga-se a
coluna POROS® HS e o0 PS20 pode ser ana-
lisado com precisao.

No entanto, a proteina ndo pode ser eluida da
coluna CEX com sal volatil - a coluna CEX
ndo pode ser regenerada. Método nao repro-
dutivel. O uso de sal ndo volatil eluiu algumas
proteinas do cartucho, mas resultou em con-
taminacao significativa do detector.

Experimentos de Robustez do Método

[00295]

A Tabela 6 e a Tabela 7 descrevem os produtos e cartu-

chos usados para testar a robustez do método em varios produtos.
TABELA 6: PRODUTOS TESTADOS AO COMPARAR A PRECISAO
DO METODO EM NOVE CARTUCHOS

Produto (concen- | Concentragao Concentragao Concentragao dos

tracao de proteina) | alvo PS20 mg/ml | de PS20 testa- | padroes de PS20
da (50% da me- | usados (mg/ml)
ta)

A1 ADC (20 mg/mL) | 0,4 0,2 0,2,0,4, 0,6

A2 (60 mg/mL) 0,4 0,2 0,2,0,4, 0,6

A3 (18,5 mg/mL) 0,2 0,1 0,1,0,2,0,3

A4 (21 mg/mL) 0,1 0,05 0,05, 0,1, 0,15
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TABELA 7: LOTE SORVENTE E LOTES USADOS PARA TESTE DE
ROBUSTEZ DO METODO

Numero do Cartucho |Lote Sorvente# |Lote de Cartucho#[Sistema HPLC/ELSD
1 57 57333161 Aguas/Varian
2 56 56331621 Agilent/Agilent
3 57 57333161 Agilent/Agilent
4 56 56331621 Agilent/Agilent
5 49 49321291 Agilent/Agilent
6 9 T30841 Agilent/Agilent
7 56 56330931 Aguas/Varian
8 53 53323111 Aguas/Varian
9 40 40390631 Aguas/Varian
11 57 57333161 Agilent/Agilent
[00296] Robustez do Método nos Cartuchos:

[00297]

bustez do método em 12 padrbes de referéncia (mostrados na Tabela

A Tabela 8 descreve os cartuchos usados para avaliar a ro-

9) usando dois cartuchos diferentes: um que forneceu especificidade
aceitavel no Método 0 e outro que forneceu especificidade inaceitavel
no Método 0. Os numeros dos cartuchos fornecidos na Tabela 8 cor-
respondem aos numeros fornecidos na Tabela 7.

TABELA 8: CARTUCHOS USADOS PARA ILUSTRAR A ROBUSTEZ
DO METODO EM VARIOS PRODUTOS

Cartucho |Desempenho |Lote Sorvente |# do lote |Sistema HPLC/ELSD
1 Aceitavel 57 57333161 | Agilent/Agilent
5 Inaceitavel 49 49321291 | Agilent/Agilent

TABELA 9: PAINEL PADRAO DE REFERENCIA (INJECOES DE 20

uL)

Produto Padrées de PS20 usados (mg/ml)
A5 0,20, 0,40, 0,60

A2 0,20, 0,40, 0,60

A6 ADC 0,10, 0,20, 0,30
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A7 ADC 0,10, 0,20, 0,30
A8 ADC 0,10, 0,20, 0,30
A1 ADC 0,10, 0,20, 0,30
A9 ADC 0,10, 0,20, 0,30
A10 ADC 0,05, 0,10, 0,15

A1 0,05, 0,10, 0,15
A10 0,05, 0,10, 0,15
A6 0,05, 0,10, 0,15
A8 0,05, 0,10, 0,15

Qualificacdo do Método

[00298] A qualificacdo do método foi concluida pela avaliagao da li-
nearidade, exatidado, precisdo (incluindo precisao intermediaria) e es-
pecificidade. A Tabela 10 descreve os instrumentos e cartuchos usa-
dos para precisao intermediaria.

TABELA 10: CONDICOES PARA PRECISAO INTERMEDIARIA

Dia Sistema (HPLC/ELSD) Ndmero do Cartucho | Analista
(Tabela 7)
1 Agilent 1200/ Agilent 380 1 1
2 Aguas 2695/ Varian 380 5
Agilent 1200/ Agilent 380 7 2
RESULTADOS:

Otimizacdo de Método

[00299]  Experimentos com Gradiente Multidegrau:

[00300] Durante a avaliacao das diferentes fases méveis, foi neces-
sario um meétodo para determinar se o polissorbato poderia ser com-
pletamente separado dos outros constituintes de uma formulacao pro-
teica tipica. Para realizar esta analise, realizaram-se experimentos
com gradiente multidegrau (Figura 1). Estes experimentos consistiram
em equilibrar o cartucho com a fase moével consistindo em acido volatil

a 2% (acido férmico, trifluoroacético ou acético) em 10% de solvente
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organico, aumentando a concentragdo de solvente organico na fase
movel em etapas de 5% e mantendo a cada concentragdo durante 1
minuto para simular a etapa de lavagem do método de quantificacédo
de PS20. Estas etapas de 5% foram repetidas até que 98% da fase
movel orgénica (+2% de acido volatil) fosse alcangada. Um fluxo cons-
tante de 1 mL/min foi mantido durante este método. Estes experimen-
tos foram realizados com uma amostra de proteina livre de PS20 para
determinar a composicao da fase mével que eluiu completamente to-
dos os constituintes da formulagao diferente de PS20 e um padrao de
PS20 em agua para determinar a composicdo da fase mével que co-
mecgou a eluir as espécies de éster PS20. Estas duas concentracoes
de solvente organico de fase mével foram comparadas para determi-
nar se poderiamos encontrar uma composicido de fase moével ideal que
separasse completamente os constituintes da matriz de proteina e os
ésteres de polissorbato. Esta composicédo de fase mével ideal seria uti-
lizada durante a etapa de lavagem do modo analitico para remover
qualquer proteina que possa ter sido retida no cartucho. O gradiente
multidegrau era desejavel em um gradiente linear por dois motivos.
Primeiro, um gradiente linear n&o simula a etapa de lavagem do méto-
do, e segundo, é dificil determinar a composicao discreta da fase mé-
vel que causa a eluigcdo de cada constituinte durante um gradiente li-
near.

[00301] Os experimentos com gradiente multidegrau revelaram que
a concentracdo ideal de metanol para lavar a proteina do cartucho,
mas reter as espécies de éster PS20, estava entre 40% e 50% (FIG. 1
e FIG. 2). Nota-se que 2% de acido formico ainda estava em fase mo-
vel. Ambas as etapas de 40% e 50% de metanol foram testadas e am-
bas eliminaram a interferéncia de proteina do A1 ADC. A area do pico
de PS20 com lavagem de 40% de metanol foi em média 38% maior (n

= 8) do que o pico de PS20 com lavagem de 50% de metanol. Portan-
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to, 40% de metanol foi escolhido para melhorar a sensibilidade do
PS20. A area do pico inferior com a lavagem a 50% pode indicar que
alguns dos ésteres de PS20 menos hidrofébicos eluiram durante a
etapa de lavagem de proteina, mas esta possibilidade n&o foi investi-
gada mais a fundo.

[00302] A FIG. 1 mostra um exemplo de uma sobreposicao tipica de
gradiente degrau (produto livre de PS20 e padrao de PS20). Esta so-
breposicéao ilustra que toda a proteina é eluida com 40% - 50% de me-
tanol e os ésteres de PS20 comecam a eluir a 50% de metanol. Ob-
serve que a valvula entre o HPLC e o ELSD esta no modo de desvio
durante o primeiro minuto da amostra de proteina para evitar a satura-
cao do detector. Os multiplos picos mostrados no padrao de PS20 po-
dem muito provavelmente ser atribuidos as diferentes espécies de po-
lissorbato que eluem do cartucho por ordem crescente de hidrofobici-
dade. Os diferentes picos de proteina que eluem a cada mudancga de
etapa nao foram caracterizados. Esta sobreposicdo fornece uma ma-
neira rapida de encontrar a concentragao ideal de metanol para lavar a
proteina do cartucho enquanto retém os ésteres de PS20.

[00303] O experimento com gradiente multidegrau foi repetida utili-
zando isopropanol para comparar a eluicao das regides da proteina e
PS20 ao metanol. A FIG. 2 ilustra os diferentes perfis de eluicdo multi-
degrau de metanol e isopropanol para A1 ADC livre de PS20 e padrao
de PS20 em dois cartuchos diferentes. O primeiro cartucho (traco 1) foi
previamente avaliado; o primeiro cartucho funcionou normalmente com o
Método 0 (trago 1), no entanto, o segundo cartucho nao foi ideal (trago 2).
O experimento com gradiente multidegrau com isopropanol mostrou que
a concentragéo ideal de isopropanol na etapa de lavagem era de 20%.
Isto é consistente com o Método 0, que utiliza uma lavagem de 20% de
isopropanol entre 1 e 3,4 minutos. No entanto, a separacao de proteina e

de ésteres de PS20 com uma lavagem de isopropanol n&o foi consistente
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em diferentes cartuchos e ilustra a variabilidade da interferéncia de prote-
ina de cartucho para cartucho. Em certos cartuchos (por exemplo, o car-
tucho usado na FIG. 2), uma porcao da proteina eluiu a mesma concen-
tracado de isopropanol que os ésteres de PS20. Este comportamento indi-
cou que estes cartuchos particulares exibem uma quantidade significati-
va de interferéncia de proteina quando se quantifica PS20 com o mé-
todo isopropanol e este efeito foi confirmado experimentalmente.
[00304] Em contraste com o painel inferior da FIG. 2, o painel supe-
rior demonstrou que o gradiente multidegrau de metanol em diferentes
cartuchos eluiu consistentemente todas as proteinas pela etapa de
metanol a 40% e ésteres de PS20 a partir de metanol a 50%, ilustran-
do uma janela de separacao mais ampla da regido de proteina para a
regidao PS20 em comparacéo ao gradiente degrau de isopropanol. Este
resultado indicou que a utilizacdo de uma lavagem de 40% de metanol
consistentemente separaria a proteina dos ésteres de PS20 e, assim,
diminuiria a variabilidade da quantificacdo de PS20 entre os cartuchos.
[00305] Os experimentos com gradiente multidegrau foram utiliza-
das para avaliar rapidamente a separacao de PS20 e proteina em dife-
rentes cartuchos e composigdes de fase movel (FIG. 1 e FIG. 2).
[00306] Esta abordagem determinou com sucesso as condigdes de
lavagem para o ensaio PS20 e poderia potencialmente ser utilizada
para avaliar a eficacia de uma etapa de lavagem para a separagao de
outros analitos utilizando diferentes cartuchos e fases moveis.
[00307]  Planejamento da Experimento:
[00308] Um Planejamento de Experimento (DoE) fatorial completo
de 2 niveis foi utilizado para otimizar o método PS20 modificado con-
tendo acido férmico. Os parametros analisados foram os seguintes:
Concentragdo de metanol durante a etapa de lavagem
(40%, 50%)

Duracdo da lavagem (1,8 min, 3,0 min)
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Vazao (0,75 mL/min, 1,25 mL/min)

Massa de PS20 carregada (4 ug, 12 ug)
[00309] Observe que a etapa de "Lavagem" se refere a uma parte
do método de HPLC em que a concentragcdo organica € mantida cons-
tante para lavar qualquer proteina residual do cartucho. Além das per-
mutacoes fatoriais completas de 2 niveis, foram testados pontos mé-
dios (45% de lavagem orgénica, 2,4 min de duracdo de lavagem, 1
mL/min de vazéo, 8 ug PS20 de carga) no inicio e no final da sequén-
cia. Este experimento foi executado separadamente para trés amos-
tras: PS20 em agua, A1 ADC livre de PS20 e PS20 em A1 ADC livre
de PS20. Para a amostra A1 ADC livre de PS20, o parametro de carga
PS20 ndo se aplica.
[00310] Os critérios utilizados para otimizagao foram os seguintes:
[00311] Minimizar a interferéncia de proteina no tempo de retencao
do PS20 (somente para amostra A1 ADC livre de PS20)
[00312] Maximize a resolucdo entre a proteina e o pico do PS20
(para a amostra PS20 + A1 ADC)
[00313] Minimizar a largura do pico do PS20 a 10% da altura do pi-
co (PS20 na amostra de agua)
[00314] Maximizar a area do pico PS20 (PS20 na amostra de agua)
[00315] Os resultados do DoE mostraram que todas as condi¢des
testadas eliminaram a interferéncia de proteinas. Nenhuma interferén-
cia de proteina foi observada ao injetar A1 ADC livre de PS20. Da
mesma forma, verificou-se que a resolugcido entre os picos de proteina
e PS20 foi maior que 3 para todos os casos, onde a resolucgao foi cal-
culada pela seguinte equacgao (Equacgao 1):
Equacao 1: Resolucao

[RefPico — t
R =118+ = 2

| WsosaReico T Wsoopr

[00316] Onde t é o tempo de retencdo de cada pico e Wsoy € a lar-
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gura do pico a 50% de altura.

[00317] Como nenhum efeito na interferéncia ou resolugao de pro-
teina foi observado para todas as condicdes testadas, a area e a largu-
ra do pico do PS20 foram otimizadas para sensibilidade e formato do
pico. Um resumo do efeito da vazao, concentracdo de lavagem de me-
tanol e tempo de lavagem na area e largura do pico PS20 é ilustrado
na FIG. 3. O aumento da vazao diminuiu a largura do pico do PS20 e a
diminuicdo da concentracdo de metanol de 50% para 40% na etapa de
lavagem aumentou a area do pico de PS20 em 38%. Com uma lava-
gem de 50% de metanol, um pico de PS20 adicional eluiu durante a
etapa de lavagem, em um tempo de retengcédo posterior as espeécies
PS20 nao esterificadas, e suspeita-se que este pico adicional seja de-
vido a eluicdo anterior dos ésteres PS20 menos hidrofébicos. Os
achados mais relevantes foram que a area do pico do PS20 diminui
com o aumento da concentragdo de MeOH na fase de lavagem, e o
aumento da vaz&o diminui a largura do pico.

[00318] Uma comparacéao entre as lavagens de 40% e 50% de me-
tanol é ilustrada na FIG. 4. Este pico adicional de aproximadamente
1,8-3,5 minutos ndo estava presente com uma lavagem de 45% de
metanol. Verificou-se que as cargas do PS20 testadas n&o tiveram
efeito em nenhum dos critérios de avaliacdo. A menor concentracao de
lavagem de metanol (40%), maior vazao (1,25 ml/min) e tempo médio
de lavagem (2,4 min) foram escolhidos como os parametros ideais pa-
ra o Método 1. As condigdes finais escolhidas sdo mostradas na Tabe-
la 3.

Experimentos de Robustez do Método

[00319] Uma vez determinada a concentragao ideal de lavagem de
metanol utilizando os experimentos de gradiente multidegrau, o Méto-
do 1 (acido férmico + metanol) foi testado quanto a melhorias relativa-

mente ao Método 0 (acido férmico + isopropanol).
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[00320] Robustez do Método nos Produtos

[00321] Para comparar ainda mais o impacto da interferéncia de
proteinas entre o Método 1 (acido féormico + metanol) e o Método 0
(acido férmico + isopropanol), o PS20 foi quantificado em 12 padrdes
de referéncia diferentes usando 2 cartuchos. Os cartuchos foram esco-
Ihidos de modo que um cartucho (cartucho 1) fosse considerado acei-
tavel, produzindo resultados precisos com o Método 0, e um cartucho
(cartucho 5) foi considerado inaceitavel devido aos altos niveis de in-
terferéncia de proteina com o Método 0. O objetivo deste experimento
foi demonstrar até que ponto o Método 1 diminuiu a variabilidade entre
cartuchos "aceitaveis" e "inaceitaveis" para multiplos produtos. A con-
sisténcia da quantificacdo de PS20 utilizando cada método foi compa-
rada nos cartuchos e nos padrdes de referéncia descritos nos métodos
da Tabela 8 e da Tabela 9, respectivamente.

[00322] Os padrées de referéncia e suas concentracbes medidas
de PS20 para cada método estdo listados na Tabela 11. A preciséo de
cada método nao foi calculada porque a concentracdo de PS20 listada
no C de A para cada padrao de referéncia ndo pode ser tratada como um
valor tedrico como é feito no caso de amostras enriquecidas. Assim, a
precisdo de cada método ndo pode ser avaliada para esses padroes de

referéncia.
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TABELA 11: COMPARAGAO DE METODOS: DIFERENGCAS ENTRE CARTUCHOS EM CONCENTRACOES MEDI-

DAS DE PS20 PARA VARIOS PADROES DE REFERENCIA

Numero de cartucho 1 (Tabela 7) Numero de cartucho 5 (Tabela 7) Diferenca em % absolu- | Diferengca em % absolu-

Produto Método MeOH/FA" | Método IPA/FA" | Método MeOH/FA" | Método IPA/FA" | ta do Método MeOH/FA* | ta do Método IPA/FA* na
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) na quantificacdo de | quantificacdo de PS20

PS20

A5 0,168 0,164 0,161 0,940 3,93% 474,98%

A2 0,406 0,435 0,421 0,426 3,70% 2,04%

A6 ADC 0,211 0,235 0,207 0,259 1,89% 10,12%

A7 ADC 0,155 0,171 0,150 0,200 3,10% 16,90%

A8 ADC 0,146 0,169 0,141 0,190 3,76% 12,35%

A1 ADC 0,154 0,176 0,148 0,200 3,84% 13,65%

A9 ADC 0,210 0,238 0,203 0,263 2,91% 10,50%

A10 ADC 0,106 0,112 0,105 0,130 1,32% 16,24%

A1 0,084 0,087 0,085 0,094 1,08% 8,55%

A10 0,092 0,103 0,095 0,105 3,17% 2,14%

A6 0,093 0,105 0,091 0,105 2,58% 0,85%

A8 0,097 0,106 0,092 0,108 4,94% 2,08%

FA = Acido formico

** A diferenga em % absoluta na quantificacdo de PS20 para cada método é calculada pela Equagao 2
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[00323] Os dados na Tabela 11 mostram que a diferenca na quanti-
ficagcdo de PS20 entre os dois cartuchos utilizando metanol na fase
movel € consistentemente inferior a 5%. Em contraste, as diferencas
na quantificacdo de PS20 ao usar isopropanol na fase mével mostram
um grau muito maior de variabilidade entre os cartuchos. O método 0
(acido férmico + isopropanol) é mais sensivel a variagdo do cartucho.
Os dados da Tabela 11 mostram que o uso de acido formico + metanol
na fase moével produz quantificacdo mais consistente de PS20 em dife-
rentes cartuchos para todos os produtos, independentemente de como
o cartucho funciona no Método 0. A diferenga em % absoluta na quan-
tificacao de PS20 foi calculada usando a Equacgao 2:

Equacéo 2: Diferengca em % absoluta na quantificacdo de PS20

| 100*([Concentragédo no Cartucho 5] — [Concentragcdo no Cartucho 1])/
[Concentragdo no Cartucho 1] |

Robustez do Método nos Cartuchos

[00324] O Meétodo 0 e o Método 1 (acido férmico + metanol) foram
comparados testando ambas as condicbes em nove cartuchos com
quatro produtos. O PS20 foi adicionado a matriz de proteina livre de
PS20 a 50% da concentracao de formulacdo alvo de cada produto. Es-
ta abordagem representou a menor concentragdo de PS20 que o en-
saio precisaria quantificar para cada produto com base no certificado
de aceitacido de analise. Padrdes e controles foram preparados adicio-
nando PS20 a agua. Dois sistemas HPLC/ELSD (Agilent 1200/Agilent
380 e Waters 2695/Varian 380) foram usados para teste. Os produtos
e cartuchos testados sdo descritos em detalhes na secdo de métodos,
Tabela 6 e Tabela 7, respectivamente. Os cartuchos testados foram
propositadamente escolhidos para cobrir uma ampla gama de lotes,
idade e desempenho historico.

[00325] Uma amostra de produto livre de PS20 e uma amostra en-

riguecida com PS20 foram testadas para avaliar a interferéncia de pro-
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teina com o ensaio PS20 e a precisdo da quantificacdo de PS20, res-
pectivamente. As amostras A1 ADC, A2, A3 e A4 foram testadas em 9
cartuchos tanto com acido formico + metanol quanto com acido férmi-
co + isopropanol (Método 0). As recuperagdes médias, desvios padréao
relativos e faixas em todos os cartuchos usando ambos os métodos

sao mostrados na Tabela 12.
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TABELA 12: RECUPERACAO E %RSD DA PS20 CONTAMINADOS COM PROTEINA LIVRE DE PS20 EM NOVE
CARTUCHOS WATERS OASIS® MAX.

2% de acido féormico + | 2% de Aacido
Amostra
MeOH féormico + IPA
0,2 mg/ml de PS20 em Recuperagao Média (%) 96% 127%
20 mg/ml de A1 ADC % de RSD 3,0% 39,4%
Faixa (recuperagao minima - recuperagao maxima) 92% - 101% 100% - 257%
0,2 mg/ml de PS20 em Recuperagao Média (%) 103% 145%
60 mg/ml de A2 % de RSD 6,7% 35,6%
Faixa (recuperagao minima - recuperagao maxima) 86% - 110% 110% - 264%
Recuperagao Média (%) 110% 168%
0,05 mg/ml de PS20 em 20 | % de RSD 10,6% 64,2%
mg/ml de A4 Faixa (recuperagdo minima - recuperagdo maxima) 87% - 133% 98% - 449%
Recuperagao Média (%) 122% 161%
0,1 mg/ml de PS20 em % de RSD 10,6% 30%
18,5 mg/ml de A3 Faixa (recuperagéo minima - recuperagao maxima) 95% - 144% 105% - 272%
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[00326] A Tabela 12 ilustra que o uso de metanol na fase movel
melhora a precisdo da quantificacdo de PS20 (recuperagdes medias
estdo mais proximas de 100%) e reduz a variabilidade entre cartuchos
(%RSD séao reduzidas). Estes dados mostram que o uso de metanol
em vez de isopropanol na fase moével funciona particularmente bem
para quantificacao de PS20 em formulagdes A1 ADC e A2. Excessivas
recuperacdes de PS20 na formulacdo A4 podem ser devidas a uma
diminuicéo da relacdo sinal/ruido com apenas 1 ug de PS20 carregado
no cartucho (20 uL de injecdo, 0,05 mg/mL de concentracdo de PS20).
As cargas aumentadas de PS20 (injecdo de 50 uL) foram usadas du-
rante a qualificagdo do método de R&D (acido féormico + metanol), e
nao foi observada recuperacao excessiva.

[00327] A recuperacao excessiva de A3 foi observada quando se
utilizou metanol na fase mével, no entanto, esta ainda era uma melho-
ria em relagao a fase moével de isopropanol. Tem-se a hipétese de que
o baixo pl desta molécula, que € devido, em parte, a abundancia au-
mentada de grupos de acido sialico em suas glicanos, causa retencao
da proteina por atragao eletrostatica no grupo amina quaternario posi-
tivamente carregado da fase estacionaria.

Otimizacdo de Método Adicional

Selecdo de acido de fase movel

[00328] As experiéncias foram realizadas usando gradientes degrau
com a fase movel a base de metanol e diferentes acidos organicos de
fase movel para determinar o melhor aditivo para o método no que diz
respeito a minimizar a interferéncia da proteina. Foram efetuados ex-
perimentos com gradiente degrau de metanol com A1 ADC livre de
PS20 e A10 ADC livre de PS20 utilizando acidos férmico, acético ou
trifluoroacético com deteccdo de ELSD para monitorar o impacto do
acido na eluigao da proteina. Padrées de PS20 em agua foram usados

para monitorar a retencao de PS20.
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[00329] A alteragao do aditivo da fase moével forneceu informagdes
sobre como a proteina é retida no cartucho. As FIGS. 5, 6 e 7 mostram
sobreposicdes de gradiente multidegrau de metanol de ADC livre de
PS20 e padrdées de PS20 com acido trifluoroacético, acido férmico e
acido acético, respectivamente, na fase movel. Para todos os aditivos
de fase moével, os ésteres de PS20 comegam a eluir a 50% de meta-
nol. A FIG. 5 mostra o A10 ADC livre de PS20 e o padrdao de PS20
com acido trifluoroacético na fase movel. A eluicdo da proteina foi
completada a aproximadamente 80% de metanol. Assim, muito da pro-
teina iria co-eluir com os ésteres PS20 e interferir com a quantificagcéo
de PS20. A FIG. 6 mostra o A1 ADC livre de PS20 e o padrao de PS20
com acido férmico na fase movel. A proteina eluiu completamente a
cerca de 40% de metanol, indicando que uma lavagem de metanol a
40% separaria a proteina do polissorbato. Este resultado foi consisten-
te com o Método 1 que foi desenvolvido. A FIG. 7 mostra o A1 ADC li-
vre de PS20 e o padrdo de PS20 com acido acético na fase movel.
Neste caso, a proteina foi completamente eluida com 15% de metanol.
Esta descoberta indica que a proteina pode ser separada dos ésteres
de PS20 por qualquer lavagem de metanol variando entre 15% e 50%.
A forca de emparelhamento de ions destes aditivos da fase mével foi a
seguinte: acido trifluoroacético > acido formico > acido aceético. Cor-
respondentemente, a proteina foi retida mais fortemente com o aumen-
to da for¢ca do agente de emparelhamento de ions na fase movel, co-
mo seria esperado se a proteina estivesse se ligando via interagdes
hidrofébicas com a fase estacionaria de fase reversa.

[00330] Sem estar limitado pela teoria, o baixo pH da fase mével
acida cria uma carga liquida positiva na proteina. A interagao da prote-
ina positivamente carregada com a fase estacionaria Oasis® MAX car-
regada positivamente deve ser desfavoravelmente de forma coulomb,

levando a proteina a ndo ser retida pela fase estacionaria. Em contras-
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te, o aditivo da fase mével de emparelhamento de ions pode interagir
com a proteina para efetivamente fazer a proteina mais hidrofobica
(Xindu, G., & Regnier, FE Journal of Chromatography A, 296: 15-30,
1984). Essa interagao faria com que a proteina se retivesse no cartu-
cho por um mecanismo de interacdo hidrofobica com um agente de
emparelhamento de ions suficientemente forte (por exemplo, como o
TFA). A redugado da forga do agente de emparelhamento de ions na
fase moével reduziria subsequentemente a interacido entre a proteina e
a fase estacionaria. Como o agente de emparelhamento de ions mais
fraco dos trés testados, o acido acético na fase movel parece reduzir
significativamente a retencédo de proteina no cartucho. Assim, o acido
acético como um aditivo de fase movel permitiu uma melhor separagao
entre a proteina e os ésteres de PS20 do que os outros aditivos que
foram testados.

[00331] A FIG. 8 mostra uma comparacao do desempenho do mé-
todo analitico entre o acido acético e o acido formico como aditivos da
fase movel. Como visto na FIG. 8, um aumento muito pequeno (~3
mV) na linha de base é observado para injecées de proteina em com-
paracdao com a injecao de agua com acido férmico como aditivo da fa-
se movel. Embora essa interferéncia seja considerada minima, obser-
va-se que uma inje¢cdo de matriz de proteina ndo aumenta a linha de
base do ELSD quando o acido acético € o aditivo na fase mével. Além
disso, a absorvéncia a 280 nm foi monitorizada para fins de diagnosti-
co, a fim de observar a retencao e a eliminacao de proteinas. Quando
se utiliza acido acético na fase mével, a proteina é quase totalmente
eliminada no volume vazio, ao passo que a proteina retida é fracamen-
te no cartucho quando o acido férmico é utilizado como aditivo e elui a
um tempo de retencéo entre 1-2 minutos. Como o fluxo de LC é desvi-
ado para o ELSD em 2,4 minutos, ha uma chance maior de que a pro-

teina ndo seja completamente eliminada quando o acido formico for o
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aditivo, permitindo alguma interferéncia de proteina.

[00332] Cromatogramas representativos utilizando diferentes cartu-
chos (consulte a Tabela 7 para pormenores especificos do lote) a partir
das condi¢des de eluicao do acido acético + metanol sdo mostrados
na FIG. 9. Embora a forma do pico do cartucho 1 seja tipica (tragco 1),
esses dados demonstram que os perfis de pico do PS20 podem variar
entre os diferentes cartuchos. Em certos cartuchos, como o cartucho 4
(trago 2), o pico do PS20 tende a alargar; com o uso adicional deste
cartucho, o alargamento pode eventualmente tornar-se uma divisdo de
pico do PS20 (tragco 3). Este comportamento ndo tem sido comum,
uma vez que o cartucho 2 (dados ndo mostrados) e 4 sdo o0s Unicos
cartuchos testados que exibiram divisao de pico ao longo do desenvol-
vimento do método. Em outros casos, como o cartucho 5 (tragco 4), ob-
serva-se um pequeno alargamento de pico. Incidentalmente, os cartu-
chos que apresentam aumento do alargamento de pico e divisdo de
pico com a fase movel de metanol também estao sujeitos a niveis au-
mentados de interferéncia de proteina quando o isopropanol € usado
na fase movel. Essa descoberta pode indicar que os cartuchos que
mostram aumento no alargamento de pico retém mais fortemente as
moléculas hidrofébicas. Independentemente da forma do pico, os mé-
todos de quantificagdo e integracdo do PS20 nao foram afetados.
[00333] Um Método 1 final para quantificacdo de PS20 sera imple-
mentado com 2% de acido acético na fase modvel, ja que mostrou que
melhora a separacao de proteina e PS20 em relagdo ao acido férmico
no cartucho Oasis® Max (FIG. 9).

Qualificacdo do Método

[00334] Depois de usar experimentos com gradiente degrau para
otimizar a etapa de lavagem e realizar experimentos de robustez de
método, verificou-se que usar 2% de acido acético em vez de 2% de

acido férmico na fase movel melhorou a separacao de proteina e éste-
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res de PS20. Portanto, este exemplo descreve experimentos de quali-
ficagdo realizados com uma fase movel de acido formico/metanol (a
partir do desenvolvimento do método inicial) e uma fase moével de aci-
do acético/metanol (método final).

[00335] O método usado para qualificar o ensaio foi consistente
com o ensaio HPLC-ELSD no Método 0, exceto pelos seguintes para-
metros:

[00336] Vazado = 1,25 mL/min.

[00337] Fase moével A = 2% de acido féormico em agua OU 2% de
acido acético em agua

[00338] Fase mével B = 2% de acido férmico em metanol OU 2% de
acido aceético em metanol

[00339] O gradiente na Tabela 3 foi usado

[00340] O volume de injecao foi ajustado dependendo da concen-
tracdo de PS20 na formulacédo para resultar em cargas semelhantes
no cartucho. Ver Tabela 13.

[00341] O estudo de qualificacao foi realizado com A1 ADC livre de
PS20, A1 livre de PS20, A4 livre de PS20, A5 livre de PS20 e A11 livre
de PS20. Uma quantidade conhecida de PS20 foi adicionada a cada
amostra para determinar a precisdo do ensaio. O ensaio (consulte a
Tabela 13 quanto ao aditivo usado por produto) foi avaliado quanto a
precisdo, precisao, especificidade, repetibilidade e precisao intermedi-
aria.

[00342]  Exatiddo e Preciséo:

[00343] O PS20 (Lote MKBL2646V) foi misturado em amostras de
proteina livres de PS20 em concentra¢des conhecidas (dependente do
produto; ver Tabela 13) para determinar a precisdo do ensaio. Este
experimento foi realizado utilizando uma solugédo méae de PS20 de alta
concentragao (25 mg/mL), de modo que a diluigdo da proteina por

acréscimo foi minimizada. Para cada concentracdo, amostras injetadas
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com PS20 foram injetadas em triplicado, a menos que indicado de ou-
tra forma. A recuperacdo do PS20 foi usada para determinar a preci-
sdao da quantificacdo do PS20. A faixa de recuperacdes médias foi
usada para determinar a precisdo. A linearidade na faixa especificada
(Tabela 13) também foi determinada. A Tabela 13 mostra as concen-
tracdes de PS20 misturadas em cada produto. Note que foram utiliza-
dos 2 faixas de DNIB0600S para cobrir o pior cenario no que se refere
a (ou seja, a mais baixa) concentragao de PS20 (0,4 mg/ml) e uma
concentracdo mais elevada (0,7 mg/ml) antes do bloqueio da formula-
cdo da Fase lll. Foram utilizadas duas faixas separadas porque 0s
ajustes do ELSD precisariam ser alterados para quantificar com preci-
sao 0 PS20 em uma faixa de 0,2 mg/ml - 1 mg/ml de PS20. Para cada
faixa, o volume de injecao foi alterado, em vez de alterar as configura-
cOes do detector. Apds o fechamento da formulagdo, outra avaliagao
foi realizada para a formulagao final (1,2 mg/mL de PS20) e uma con-
centracao de proteina mais elevada (40 mg/mL) usando uma unica fai-

Xa.
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TABELA 13: PRODUTOS AVALIADOS DURANTE A QUALIFICACAO DO METODO

Produto (Concentragao

de proteina)

Faixa de Concentragao
de PS20 (mg/mL)

Volume de

Injecao (pL)

Faixa de Carga
de PS20 (ug)

Qualificagdo com acido

formico ou acido acético

A1 ADC (20 mg/mL) 0,20 — 0,60 20 4,0-12,0 Acido formico
A1 ADC (20 mg/mL) 0,50 — 1,00 10 50— 10,0 Acido férmico
A1 ADC (40 mg/mL) 0,60 — 1,60 10 6,0 - 16,0 Acido Acético
A1 (20 mg/mL) 0,025 - 0,30 50 1,3-15,0 Acido férmico
A1 (50 mg/mL) 0,025 - 0,30 50 1,3-15,0 Acido Acético
A4 (21 mg/mL) 0,025 - 0,30 50 1,3-15,0 Acido férmico
A5 (60 mg/mL) 0,20 — 0,60 20 4,0-12,0 Acido Acético
A11 (83 mg/mL) 0,10 — 0,30 25 25-75 Acido Acético
A4 TAC (65 mg/mL)* 0,10 — 0,30 50 50— 15,0 Acido Acético
A12/A13 (73 mg/mL)* | 0,10 — 0,30 50 50— 15,0 Acido Acético
A14/A15 (150 mg/mL)* | 0,15 - 0,45 20 3,0-9,0 Acido Acético

Injecdes duplicadas em trés concentragdes de PS20
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[00344] Padrdes para cada conjunto de concentragdes foram feitos
a partir do PS20 em agua. Os padrdes foram injetados em duplicado
antes das amostras de proteina. Cada 62 injecdo do artigo de teste foi
agrupada com uma amostra de controle de PS20 em agua. O controle
de PS20 foi preparado separadamente dos padrbes (do Lote
MKBJ7237V do PS20). As concentracdes de padrdes foram escolhidas
para cobrir a faixa de concentracdes de PS20 que foram adicionadas a

cada produto proteico livre de PS20.
[00345] As concentracdes dos controles de PS20 foram escolhidas

com base nas concentracdes possiveis ou reais de PS20 para a for-
mulacdo de cada substancia farmacéutica de cada produto. A Tabela
14 mostra as concentragdes das amostras padrao e de controle PS20
usadas para a analise em cada faixa de concentragéao.

TABELA 14: CONCENTRACOES DE PS20 USADAS PARA CURVA
PADRAO E CONTROLE PARA CADA PRODUTO

Concentragao de PS20 (mg/ml)

Produto (concentragao

de proteina) Padrao1 | Padrao 2 Padrao 3 Controle
A1 ADC (20 mg/mL)* 0,10 0,40 0,70 0,40
A1 ADC (20 mg/mL)* 0,50 0,75 1,00 0,70
A1 ADC (40 mg/mL)** 0,60 1,20 1,60 1,20
A1 (20 mg/mL) 0,05 0,15 0,30 0,10
A1 (50 mg/mL) 0,05 0,15 0,30 0,10
A4 (21 mg/mL) 0,05 0,15 0,30 0,10
A5 (60 mg/mL) 0,20 0,40 0,60 0,40
A11 (83 mg/mL) 0,10 0,20 0,30 0,20
A4 TAC (65 mg/mL) 0,10 0,20 0,30 0,10
A12/A13 (73 mg/mL) 0,10 0,20 0,30 0,10
A14/A15 (150 mg/mL) 0,15 0,30 0,45 0,30

[00346] A exatidao e precisdo do Método 1 foram testadas para va-
rios produtos. Resultados aceitaveis para precisdo devem mostrar que
a recuperacdo média em cada concentracdo adicionada é de 80% -

120%. Os resultados para cada produto sdo mostrados na Tabela 15.
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TABELA 15: MEDIA E FAIXA DE % DE RECUPERAGAO

. % de Recuperacao

Acido de Fase Faixa de conc,
Produto Inj. Vol. Numero de Repli- | média em todas as | Faixa de % de

Mével (acido for- de PS20
(mg/mL) . . (uL) cados por conc, (n) | concentragdes do | Recuperacao

mico ou acético) (mg/mL)

PS20

A1 ADC (20) Acido férmico 20 0,20 - 0,60 3 101,6 95,7 - 106,2
A1 ADC (20) Acido formico 10 0,50 - 1,00 3 101,2 97,7 -108,3
A1 ADC (40) Acido Acético 10 0,60 — 1,60 3 105,0 101,3 - 106,4
A1 (20) Acido formico 50 0,025 -0,30 3 92,5 86,4 — 97,3
A1 (50) Acido Acético 50 0,025 -0,30 3 106,1 100,0 - 114,0
A4 (21) Acido férmico 50 0,025 -0,30 3 93,1 82,4 — 99,2
A5 (60) Acido Acético 20 0,20 - 0,60 2 102,5 100,5 — 105,7
A11 (83) Acido Acético 25 0,10 - 0,30 2 108,3 100,5-114,8
A4 TAC (65) Acido Acético 50 0,10 - 0,30 2 107,4 103,0-112,8
A12/A13 (73) Acido Acético 50 0,10 -0,30 2 104,7 99,8 - 110,5
A14/A15 (150) | Acido Acético 20 0,15-0,45 2 101,5 95,1-110,4

LG2/9Le

[00347]

centracdes, atendeu aos critérios de aceitacdo (80% - 120%) e variou de 82,4% a 114,8%. Portanto, este ensaio de-

Como mostra a Tabela 15, a % de Recuperagdo média para todos os produtos testados, em todas as con-

monstrou exatiddo e precisdo aceitaveis para todos os produtos nas faixas de PS20 testadas.

[00348] Como os volumes de inje¢ao variaram, a faixa de ensaio também pode ser expressa em termos de massa
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de PS20 (ao invés de concentragdo de PS20 na formulagéo). Estes resultados mostraram que 1,25 (0,025 pg/ul x 50
MI) - 16 pg (1,60 pg/ul x 10 ul) de PS20 podem ser carregados no cartucho e quantificados com precisao.

Linearidade

[00349] A linearidade foi avaliada pela determinagéo do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) > 0,99. Estes valo-
res sdo mostrados na Tabela 16 para cada faixa de concentra¢des de PS20.

TABELA 16: COEFICIENTE DE CORRELACAO DE PEARSON SOBRE AS FAIXAS DE CONCENTRACAO DO PS20

Acido de Fase Mével Correlacao de Pearson
Produto (acido férmico ou acético) | Conc, de PS20 Faixa (mg/ml) coeficiente (r)
A1 ADC Acido formico 0,20-0,60 0,997
A1 ADC Acido férmico 0,50-1,00 0,995
A1 ADC Acido Acético 0,60 - 1,60 1,000
A1 Acido féormico 0,025 -0,30 1,000
A1 Acido Acético 0,025 -0,30 1,000
A4 Acido formico 0,025 -0,30 1,000
AS Acido Acético 0,20 - 0,60 0,999
A11 Acido Acético 0,10 -0,30 0,995
A4 TAC Acido Acético 0,10-0,30 1,000
A12/A13 Acido Acético 0,10-0,30 1,000
A14/A15 Acido Acético 0,15-0,45 0,994
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[00350] Todos os valores do coeficiente de correlacdo de Pearson
foram 20,99 para as faixas de PS20 testadas. Portanto, a linearidade
foi aceitavel para este ensaio em varios produtos.

Especificidade:

[00351] A especificidade foi determinada para nove produtos con-
firmando que injecbes de tampao de formulagao livre de PS20 e produ-
to livre de PS20 nao contribuiriam para o pico de PS20. As injecdes
para o tampé&o de formulacdo e a amostra de proteina livre de PS20 fo-
ram realizadas em duplicado. As areas de pico em tampé&o de formula-
cao livre de PS20 e matrizes de proteina livre de PS20 foram compa-
radas com a resposta de um padrao a 50% da concentracdo de PS20
alvo de cada produto. Os critérios de aceitacdo sdo preenchidos se as
areas de pico nas amostras livres do PS20 forem < 10% da area do pi-
co no padrdao mais baixo. Quando havia alguma interferéncia de prote-
ina visivel na regido PS20, a seguinte equagao foi usada para derivar
uma estimativa numeérica da especificidade:

Equacéo 3: Calculo de Especificidade

Especificidade = (area de proteina livre de PS20/area de 50% da es-
pecificacdo PS20)*100

[00352] Como mostrado na FIG. 10 (com A1 ADC), nem o tampao
de formulagéo livre de PS20 nem a amostra de proteina livre de PS20
interferem com o pico de PS20. Os valores de especificidade para to-
dos os outros produtos séo fornecidos na Tabela 17. Como a concen-
tracdo alvo de PS20 foi escolhida para o A1 ADC apés os experimen-
tos de qualificacdo do método do acido férmico, utilizou-se uma con-
centracdo de PS20 alvo mais baixa para calcular a especificidade para
as amostras (denotada com um asterisco). Usar uma concentragéo al-
vo de PS20 menor resultara em um valor de especificidade mais alto,

mas todos os valores relatados ainda estardo bem abaixo de 10%.
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TABELA 17: ESPECIFICIDADE

Produto Acido de Fase Mével (aci- | Concentragdo alvo | Especificidade
do férmico ou acido acéti- | de PS20 (mg/mil) (%)
co)

A1 ADC Acido férmico 1,2 0,7

A1 ADC Acido férmico 1,2 0,5

A1 ADC Acido Acético 1,2 N/A

A1 Acido férmico 0,1 1,1

A1 Acido Acético 0,1 8,6

Ad Acido férmico 0,1 1,6

A5 Acido Acético 0,4 1,5

A11 Acido Acético 0,2 54

A4 TAC Acido Acético 0,2 2,5

A12/A13 Acido Acético 0,2 8,2

A14/A15 Acido Acético 0,3 5,6

N/A: Injecdo de proteina livre de PS20 € o mesmo que injecdo de

agua.

Repetibilidade:

[00353]

As amostras contendo 0,4 mg/mL de PS20 adicionadas a

20 mg/mL de A1 ADC livre de PS20 e 0,3 mg/mL de PS20 adicionadas
a 150 mg/mL de A14/A15 livres de PS20 foram injetadas 6 vezes. As

areas de pico do PS20 para essas injecdes e concentragdes corres-

pondentes sdo mostradas na Tabela 18. A %RSD para a area e as

concentracdes para as injecdes repetidas demonstraram repetibilidade

aceitavel da injecgao.
TABELA 18: REPETIBILIDADE DA INJECAO

0,4 mg/mL PS20 em A1 | 0,3 mg/mL de PS20 em mAb bies-
ADC (acido férmico) pecifico de A14/A15 (acido acético)

Injecio# | Area (mV * min) Area (mV * min)

1 73,64 54,90

2 75,17 55,10

3 74,30 55,00

4 73,35 54,60

5 73,65 53,70

6 73,81 54,20
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Média 73,99 54,58
DP 0,66 0,54
%RSD 0,89% 0,99%

[00354] A %RSD para a area e as concentracdes para as inje¢des
repetidas demonstraram a repetibilidade do teste.

Precisdo Intermediaria:

[00355] A precisdo intermediaria (somente acido férmico + metanol)
foi determinada para trés cartuchos, em dois diferentes sistemas
HPLC-ELSD, com trés preparacdes de tampao e padrdo de PS20 dife-
rentes e por dois analistas diferentes. Para cada amostra em cada dia,
a média de 2 injecgbes € relatada na Tabela 19. A média e o desvio pa-
drao de todas as inje¢des sao relatados na parte inferior da Tabela 19.
As amostras injetadas foram 0,4 mg/mL de PS20 adicionadas a 20
mg/mL de A1 ADC livre de PS20, 0,1 mg/mL de PS20 adicionadas a
A1 livre de PS20 e 0,1 mg/mL de PS20 adicionadas a A4 livre de
PS20. As condicdes para cada dia sdo mostradas na Tabela 10 na se-
cao de métodos. A precisao intermediaria foi feita usando acido formi-
co antes que o acido acético fosse finalizado como o modificador do
Método 1. A precisao intermediaria ndo foi repetida com o acido acéti-
co na fase movel, uma vez que todos os outros parametros da qualifi-
cacao foram comparaveis entre os dois modificadores e porque a pre-
paracao da amostra era idéntica para ambas as condigdes.

[00356] A %RSD para todas as trés amostras na precisdo interme-
diaria de teste de 3 dias foi inferior a 10%. Estes resultados mostram
que o ensaio foi consistente para varios cartuchos, preparacdes de
amostras, sistemas HPLC-ELSD e analistas. Houve uma tendéncia li-
geiramente menor observada para as concentragdes no Dia 2.
TABELA 19: PRECISAO INTERMEDIARIA (TODAS OS EXPERIMEN-
TOS REALIZADOS COM ACIDO FORMICO)
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Numero do
Dia (no. do ins- | Cartucho A1 ADC: 04 | A1: 0,1 mg/ml | A4: 0,1 mg/ml
trumento) (da Tabela | mg/ml de PS20 | de PS20 de PS20
7)
1 (instrumento 1) | 1 0,418 0,097 0,099
2 (instrumento 2) | 5 0,389 0,087 0,092
3 (instrumento 1) | 7 0,411 0,100 0,097
Média 0,406 0,095 0,096
DP 0,0138 0,0073 0,0058
%RSD 3,39% 7,74% 6,04%
CONCLUSOES:

[00357] As seguintes modificagdes foram feitas no ensaio do Méto-
do 0 de ELSD durante o desenvolvimento da nova versao do método:

A fase mével B mudou de isopropanol para metanol

O aditivo mudou de acido férmico a 2% para acido acético a
2%

A concentragao de produto organico na etapa de lavagem
de 1 a 3,4 minutos mudou de 20% para 40% da fase moével B

A vazao foi alterada de 1,00 ml/min para 1,25 ml/min
[00358] Coletivamente, essas modificacdes reduziram significativa-
mente a interferéncia de proteinas e a variabilidade do desempenho
do cartucho para o cartucho. A mudanca da fase movel B organica de
isopropanol para metanol (FIG. 2) melhorou a separagéo de proteina e
PS20 em comparacao com as condi¢gdes anteriores. Os resultados dos
experimentos de comparagao entre metanol/FA e isopropanol/FA (Ta-
bela 11 e Tabela 12) mostraram que o Método 1 melhorou significati-
vamente a quantificacdo de PS20 e a reprodutibilidade de cartucho pa-
ra cartucho. A substituicdo de acido férmico com acido acético (FIG. 8)
como aditivo da fase movel reduziu ainda mais a retengéo de proteina
no cartucho. Além disso, mudar a etapa de lavagem organica de 20%
para 40% minimizou significativamente a interferéncia de proteina.
[00359] Os resultados da qualificacdo deste ensaio modificado para
multiplos produtos mostraram que este ensaio foi adequado para

quantificar PS20 através de uma variedade de formatos de moléculas,
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concentracdes de proteina e concentragdes de PS20, indicando assim
que o Método 1 é um candidato para um ensaio de quantificacdo de
PS20 de plataforma.
Exemplo 2. Desenvolvimento de um Método de Quantificagao de Po-
lissorbato 20 HPLC-ELSD para Formulagdes Contendo N-Acetil Tripto-
fano
[00360] Ao longo da avaliagdo do método PS20 descrito acima (Mé-
todo 1), foi descoberto que o N-acetil triptofano (NAT) interfere signifi-
cativamente com o polissorbato 20 (PS20) quando presente como um
excipiente adicional na formulacdo. Embora o Método 1 do Exemplo 1
tenha mostrado a minimizacédo da interferéncia de proteinas e a dimi-
nuigdo da variabilidade entre os cartuchos para a maioria das formula-
coes testadas, o N-acetil triptofano foi retido no cartucho sob as condi-
cbes deste método e eluido no mesmo tempo de retengdo que o
PS20. Sem estar limitado pela teoria, o NAT pode ser retido no cartu-
cho devido a presenca de um grupo carboxilato na molécula que inte-
rage com o cartucho de resina de troca aniénica de modo misto (MAX)
usado no Método 1.
[00361] Conforme descrito abaixo, o Método 1 foi modificado para
eliminar a interferéncia de NAT ao:

mudar o cartucho da resina MAX para uma resina de troca
catidnica de modo misto (MCX)

mudar o aditivo da fase movel de acido acético para hidro-
xido de amoénio
[00362] Adicionalmente, a otimizacdo adicional do método, também
referida como Método 2, foi realizada aumentando a lavagem orgénica
de 40%B para 45%B e aumentando o tempo da etapa de lavagem e o
tempo da etapa de eluicdo em +1 minuto e +2 minutos, respectivamen-
te. O desenvolvimento das condi¢cdes para permitir a quantificagcao de

PS20 para projetos formulados com NAT é descrito neste exemplo. As
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novas condi¢cdes foram avaliadas utilizando trés produtos contendo
NAT na formulacéo, avaliando o Método 2 para exatidao, precisao, li-
nearidade, especificidade, repetibilidade e robustez.
[00363] Ensaios de LC-ELSD anteriores que usaram o cartucho
MAX observaram uma maior interferéncia de proteina com moléculas
pl baixas. Portanto, a avaliacdo de moléculas pl baixas foi realizada no
Método 1 e no Método 2 para determinar qual método € mais adequa-
do para a quantificacao correta do PS20.
MATERIAIS

Sistema HPLC/ELSD: por exemplo, Agilent 1200 HPLC -
Varian 380 ELSD

Polissorbato 20: Sigma P/N: T2700-100ML

Acido Acético Glacial de grau HPLC: JT Baker

Solugéo Forte de Amoénia, 27-31%: Spectrum Chemicals

Agua de grau HPLC HoneyWell

Metanol de grau HPLC: OmniSolv

Cartucho Waters Oasis® MAX 2,1 x 20 mm, tamanho de
particula de 30 um

Cartucho Waters Oasis® MCX 2,1 x 20 mm, tamanho de
particula de 30 um (Tabela 20)

Produtos contendo NAT (Tabela 21)
TABELA 20: CARTUCHOS MCX USADOS DURANTE O DESEN-
VOLVIMENTO DO METODO 2

Numero do Cartucho Lote Sorvente # | Lote de Cartucho #
1 0093 0093333511
2 0093 0093341961
3 0093 0093341961
4 0093 0093341961
5 0102 0102342141
6 0103 0103342141
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TABELA 21: INFORMAGOES DO PRODUTO

Produto Concentragcido Nominal | Formulagiao PS20 alvo
de Proteina (mg/mL) (mg/mL)

A16/A17 livre de | 80 20mM de His-HCI, 1mM | 0,2
PS20 de NAT, 5mM de Met,

240mM de Sacarose, pH

55
A16/A17 80 0,2 mg/mL de PS20, 20 | 0,2

mM de His-HCIl, 1 mM de

NAT, 5 mM de Met, 240

mM de Sacarose, pH 5,5
A18/A19 livre de | 150 200 mM de ArgSuccinato, | 0,2
PS20 20 mM de His, 0,3 mM de

NAT, 5 mM de Met, pH 5,8
A18/A19 150 0,2 mg/mL de PS20, 20 | 0,2

mM de His-HCI, 1 mM de

NAT, 5 mM de Met, 240

mM de Sacarose, pH 5,5
A14/A20 livre de | 150 20 mM de His-Ace, 0,3 | 0,2
PS20 mM de NAT, 5 mM de

Met, 240 mM de sacarose,

pH 6,0
METODOS:
[00364] A intensidade da fonte de luz (LED) de ELSD foi ajustada

para 75% e o ganho do detector (PMT) foi ajustado para 1 para todos

os experimentos. Um resumo das modificacdes finais do método para

tornar o ensaio compativel com as formulacdes contendo NAT é o se-

guinte:

Agilent 1200 HPLC (ou equivalente) e Varian 380 ELSD (ou

equivalente)

Cartucho: Cartucho on-line Waters Oasis® MCX

Fase Movel A: 1,5% de hidroxido de amdnio em agua

Fase movel B: 1,5% de hidroxido de amonio em metanol

Vazao: 1,40 mL/min.

Regulagem da Valvula de Desvio: Fluxo para o ELSD aos
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Volume de injecdo: 25* uL (*dependente do produto)

TABELA 22: GRADIENTE DO METODO DE PS20 MODIFICADO

(METODO 2)

Tempo (min) | % da Fase mével A % da Fase mével B Descrigdo da Etapa
0 90 10 Carga

1 55 45 Lavagem

4.4 55 45 Lavagem

4,5 100 Eluicao

7,6 100 Eluicao

7,7 90 10 Equilibrar

9,6 90 10 Equilibrar
RESULTADOQOS:

Determinacé&o de Interferéncia

[00365] O foco inicial do desenvolvimento do método foi determinar

se o NAT era a fonte da interferéncia observada nos ensaios anterio-
res. Este trabalho foi conduzido estudando uma série de tampdes que
continham NAT ou o excluiam (detalhes do tampao fornecidos na se-
¢cao Materiais (Tabela 21) e na se¢cédo Resultados (Tabela 23)).

[00366] O tampao de formulacdo A16/A17 livre de PS20 (20 mM de
histidina-HCI, 1 mM de NAT, 5 mM de metionina, 240 mM de sacarose,
pH 5,5) e 0 A16/A17 livre de PS20 na concentragao alvo (nominal = 80
mg/mL), foram inicialmente avaliados usando o Método 1 do Exemplo
1. A composicao de cada amostra é fornecida abaixo:

[00367]
HCI, 1 mM de NAT, 5 mM de metionina, 240 mM de sacarose, pH 5,5.
[00368] Amostra de A16/A17 livre de PS20 - 80 mg/mL (nominal)
em 20 mM de histidina-HCI, 1 mM de NAT, 5 mM de metionina, 240
mM de sacarose, pH 5,5.

[00369]

¢ao, nos quais foi observada interferéncia significativa no ELSD no

Tampao de formulacgéo livre de PS20 - 20 mM de histidina-

A FIG. 11A apresenta os resultados do ELSD desta avalia-

tempo de retencdo de PS20 (~4,5 minutos) para ambas as amostras.
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Sé&o apresentadas inje¢cdes de agua (trago 1), tampéo de formulacao
livre de PS20 (traco 2) e amostra de proteina livre de PS20 (trago 3).
Adicionalmente, a FIG. 11B mostra o sinal UV (280 nm) para cada
amostra, onde um componente é detectado no tempo de retencao
aproximado de PS20. Como a magnitude da interferéncia observada
quando a formulacéo livre de PS20 foi injetada foi aproximadamente a
mesma que a amostra de proteina, ficou aparente que a fonte ndo po-
deria ser apenas devido a proteina e nos levou a hipotese de que ha-
via um excipiente no tampéao sendo retido pelo cartucho.

[00370] Determinamos que o n-acetil triptofano (NAT) foi o interfe-
rente observado nas FIGS. 11A e 11B pelas seguintes razbées 1) As
formulagdes contendo NAT n&o tinham sido testadas anteriormente
com o Método 1, por conseguinte isto sobressaiu como uma diferenca
chave em relacdo a avaliagdes anteriores; 2) o NAT tem um pKa apa-
rente de 4,1 e possui um grupo carboxilato que pode fazer com que re-
tenha a resina catidbnica de amoénio do cartucho MAX na sua forma
anidnica desprotonada; e 3) o maximo de absorvéncia de NAT é pré-
ximo de 280 nm (H. Edelhoch, Biochemistry, vol. 6, n. 7, julho de
1967), e foi observada absorvéncia de 280 nm no tempo de retencéo
de PS20 (~4,3 minutos) com amostras de formulagdo NAT (FIG. 11B).

[00371] Para confirmar que o NAT estava interferindo com o PS20,
como descrito acima, uma série de tampdes de formulacdo A16/A17,
com ou sem NAT, foram testados. As FIGS. 12A e 12B mostram os re-
sultados de HPLC-ELSD desta avaliagdo com tampdes que contém
NAT exibido na FIG. 12A e aqueles sem NAT exibidos na FIG. 12B.
Cada tampao contendo NAT na FIG. 12A também exibiu um pico no
tempo de retencdo de PS20. Por contraste, todos os tampdes nos
quais o NAT foi excluido ndo exibiam um pico de interferéncia. Juntos,
os dados mostrados nas FIGS. 11A, 11B, 12A e 12B indicam que o

NAT foi retido no cartucho Oasis® MAX e co-eluido com PS20, em vez
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de a interferéncia ser causada por proteina ou outros excipientes.
TABELA 23: TAMPOES TESTADOS COM O METODO 1 E O METODO 2

Tampao Contém NAT?
20mM de His-HCI, 1mM de NAT, 5mM de Met,

240mM de Sacarose, pH 5,5 (formulacdo de

A16/A17 alvo, sem PS20) Sim

Tampao de formulagdo sem Met, PS20 Sim

Tampao de formulagado sem NAT, PS20 Nao

25 mM de Met em 20 mM de His-HCI Nao

5 mM de NAT em 20 mM de His-HCI Sim

20 mM de His-HCI N&o

[00372] O NAT contém um grupo carboxilato, e pode reter via troca
anidnica para a resina encontrada no cartucho. N6s exploramos o uso
de um cartucho Oasis® alternativo (Oasis® MCX) para separar melhor
o NAT do PS20. Ao contrario do cartucho Oasis® MAX, que contém
uma resina catidnica a base de aménio, o cartucho Oasis® MCX con-
tém uma resina de sulfito aniénico. Inicialmente, o cartucho MCX foi
avaliado utilizando a mesma fase mével (metanol + acido acético) utili-
zada no Método 1. No entanto, sob estas condi¢des, a interferéncia da
proteina foi considerada elevada a niveis inaceitaveis (dados n&do mos-
trados). O método de extragdo de amostras Waters Oasis® recomenda
o uso de hidréxido de aménio como aditivo da fase mdével em procedi-
mentos de extragdo em fase sélida no formato de placa da resina MCX
(Waters, "Oasis Sample Extraction Products," 2011). Portanto, a fase
movel foi modificada pela substituicdo de acido acético a 2% por hidré-
xido de amdnio a 1,5%, para melhor mimetizar as condi¢ées recomen-
dadas pelo fabricante. Com estas modificacbes de método, os diferen-
tes derivados dos tampdes A16/A17 foram avaliados utilizando o car-
tucho MCX e os dados s&o mostrados nas FIGS. 13A e 13B.

[00373] Ao contrario dos resultados obtidos com o Método 1, nao foi
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observada interferéncia no tempo de retencao de PS20, com ou sem
NAT, e todos os excipientes foram eluidos do cartucho antes de 1 mi-
nuto (Figuras 13A e 13B). Adicionalmente, ndo foi observada interfe-
réncia na regiao PS20 no ELSD quando foram injetados 50 de protei-
na A16/A17 livre de PS20 (FIG. 13A, traco 4), indicando que o método
tem o potencial para separar a proteina do PS20. O cartucho MCX,
juntamente com o hidréxido de aménio como o aditivo da fase movel,
foi selecionado para uso para avaliar a quantificacdo de PS20 para
formulagdes contendo NAT.

Modificacdo do Método

[00374] Uma vez estabelecidas as condi¢cbes preliminares para
analisar as formulagdes contendo NAT, como descrito acima, os se-
guintes parametros foram examinados em mais detalhes:

% de hidroxido de aménio na fase movel

%B utilizado na etapa de lavagem (testado 20-60%B)

Tempo de lavagem (2,4 min e 3,4 min) e Volumes de inje-
cao (volumes de injecéo de 25 e 50 L)

Vazao (0,8 ml/min a 1,6 mi/min)

Tempo de eluicédo (1,1 min, 3,1 min)

% de hidroxido de aménio na fase movel
[00375] O método de extracdo de amostras Waters Oasis® reco-
menda o uso de hidréxido de aménio como aditivo da fase mével em
procedimentos de extracdo em fase sdlida no formato de placa da re-
sina MCX (Waters, "Oasis Sample Extraction Products," 2011). A ex-
periéncia foi realizada com deteccéo por ELSD (FIG. 14A) e UV (FIG.
14B). A proteina A16/A17 livre de PS20 foi a amostra utilizada para
avaliar a eluicao de proteina e NAT do cartucho utilizando 0,15, 0,29,
0,73 ou 1,5% de hidroxido de aménio na fase movel (FIGS. 14A e 14B,
tracos 1, 2, 3, e 4, respectivamente). Como o detector de UV esta ali-

nhado diante da valvula de desvio, os analitos com um cromoforo (por
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exemplo, NAT e proteina) que eluem antes do PS20 podem ser detec-
tados. De modo a avaliar a capacidade de eliminar NAT, também foi
injetado tampéao de formulacao livre de PS20 de A16/A17 (Figuras 14A
e 14B, traco 5).

[00376] Quando o efluente do cartucho foi introduzido no ELSD em
2,4 minutos por comutagcao da valvula de desvio, foi observada uma li-
geira interferéncia com 0,15% de hidroxido de aménio (FIG. 14A, traco
1) na fase médvel, como evidenciado pela linha de base ligeiramente
superior; O traco de UV também mostra que a proteina e/ou NAT fo-
ram eluidos principalmente do cartucho antes que o efluente entrasse
no ELSD. A maioria desses interferentes potenciais eluiu no volume
vazio. Como a percentagem de aditivo de hidroxido de aménio foi au-
mentada (de 0,29 para 1,5%), houve uma diferengca minima na exten-
sdo da interferéncia de proteina ou NAT observada por ELSD (FIG.
14A, tracos 2-4). Adicionalmente, o tragco de UV mostra que o método
eliminou proteina e NAT suficientemente a todos os niveis de hidroxido
de aménio testados (FIG. 14B, tracos 2-4). Quando a proteina livre de
PS20 foi injetada com 1,5% de hidréxido de aménio na fase mével (Fi-
gura 14A, traco 4), pareceu haver menos interferéncia de proteina
quando o efluente foi introduzido em 2,4 minutos na regido PS20 (4,0-
5,5 minutos) em comparagdo com a mesma proteina injetada com as
porcentagens menores de hidroxido de aménio. O tragco de UV do
tampao de formulacgao livre de PS20 (Figura 14B, traco 5) mostra que
o NAT é eliminado eficientemente com 1,5% de hidréxido de amdnio
na fase movel. Portanto, essa porcentagem de aditivo foi selecionada
para uso no meétodo.

[00377] A absorvéncia a 280 nm (FIG. 14B) mostra que a proteina e
NAT foram eliminadas suficientemente quando se utiliza 0,15-1,5% de
hidroxido de aménio na fase mdével com algum alargamento destes in-

terferentes presente em ~2,5 min. Devido a essa descoberta, o método
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de metanol + hidroxido de amoénio foi alterado para desviar o fluxo para
o0 ELSD em 3,0 min, em vez de 2,4 min, a fim de evitar a contaminacao
do detector e assegurar que a interferéncia de proteina e NAT no
ELSD fosse minima. Como a eluicdo do PS20 é de cerca de 4,5 min,
essa alteracédo nao deve afetar esse pico.

%8B utilizado na etapa de lavagem (testado 20-60%B)

[00378] Anteriormente, para o desenvolvimento do Método 1 em

formulagdes sem NAT, a % de metanol utilizada durante a etapa de la-
vagem para separar a proteina do PS20 foi otimizada utilizando uma
abordagem com gradiente degrau. A % de metanol usada no desen-
volvimento do Método 2 foi reconsiderada devido ao impacto desco-
nhecido na retencdo de proteina de varias mudangas importantes no
método; a fase estacionaria foi alterada para uma resina MCX, e o adi-
tivo da fase movel foi revisado para hidroxido de aménio. Nesta expe-
riéncia, quatro niveis diferentes em incrementos de 10% (v/v) de %B
(metanol + hidroxido de amdnio a + 1,5%) foram testados em uma fai-
xa de concentragdes de 20-60%. Tanto ELSD quanto deteccédo UV fo-
ram usados para monitorar a eluicdo de proteinas em cada condigao
testada. A amostra A16/A17 livre de polissorbato foi usada para a ava-
liacdo, e os dados ELSD e UV sao mostrados na FIG. 15A e 15B, res-
pectivamente.

[00379] Na FIG. 15B, o cromatograma de absorvéncia de 280 nm
apresenta um pico bem definido no tempo de retencdo de PS2- (~4,5
minutos), sugerindo que houve retengao de proteina e/ou NAT no car-
tucho com 20%B de lavagem (trago 1) quando foram injetados 15 pL
de proteina A16/A17 livre de PS20. Um pico muito maior também foi
observado no volume vazio, que é provavelmente uma mistura de pro-
teina e NAT. Um pico bem definido foi também detectado no ELSD
como interferéncia na regiao PS20 (FIG. 15A) para esta mesma condi-

¢do. Quando a %B para a etapa de lavagem foi aumentada para 30%,
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a eliminacao de NAT e proteina foi aprimorada (trago 2), como eviden-
ciado pela diminuicdo do pico na regiao PS20 em ambos os tracos de
UV e ELSD. O NAT e a proteina foram eliminados de forma mais efici-
ente com 40%B, no entanto, ainda havia ligeira interferéncia presente
na regido PS20 no ELSD (FIG. 15A). O NAT e a proteina foram mais
eficientemente eliminados com 50 e 60%B de lavagem (tragos 4 e 5,
respectivamente), com interferéncia minima presente. 45%B na etapa
de lavagem foi selecionado para uso no método. Durante o desenvol-
vimento anterior do Método 1, também testamos até 50% de metanol
como condi¢cdo de lavagem, mas foi observado que uma pequena por-
¢ao do PS20 eluiria mais cedo nessas condi¢cdes (a 45% de metanol
esse pequeno pico nao foi observado). Estes picos podem ter sido os
ésteres de comprimento de cadeia mais curtos, que sao menos hidro-
fébicos, e eram indicativos de que a condicdo de metanol a 50% era
aproximadamente o ponto em que as espécies esterificadas eluiriam.
Devido a esta observagao anterior, e 0 presente resultado mostrando
que 40%B foi suficiente para remover a proteina, optamos pela condi-
¢cao de 45%B para a etapa de lavagem para fornecer um meio-termo
entre remocgao de proteina e retencao de PS20 robustas. Além disso,
os dados de UV na FIG. 15B mostram que a proteina eluiu ligeiramen-
te mais cedo na condi¢ao de lavagem com 50%B.

Tempo de lavagem (2,4 min e 3,4 min) e Volumes de injecdo (volumes
de injecdo de 25 e 50 ulL)

[00380] De modo a minimizar ainda mais a interferéncia na regiao

PS20, as etapas de lavagem de 2,4 minutos e 3,4 minutos foram avali-
adas. Como mostrado na FIG. 16, a regido PS20 é semelhante entre
as lavagens de 2,4 ou 3,4 minutos (traco 3 e trago 2, respectivamente).
Como a especificidade melhorou ligeiramente e ndo houve impactos
negativos aparentes no tempo de lavagem mais longo, foi selecionada

uma lavagem de 3,4 minutos para utilizagdo no método. Além disso, o
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fluxo foi selecionado para ser desviado para o ELSD em 4,0 minutos,
em vez de 2,4 minutos.

[00381] O impacto do volume de injecdo na linha de base também
foi avaliado diminuindo o volume de amostra de 50 para 25 (FIG. 16,
traco 2 e traco 1, respectivamente). A linha de base do traco de injecéo
de 25 yL parece um pouco mais limpa, o que € esperado, uma vez que
ha menos proteinas e excipientes a serem removidos do cartucho. Em
ultima analise, o volume de injecdo nao afetou significativamente o de-
sempenho em relacéo a especificidade.

Vazéo (0,8 ml/min a 1,6 ml/min)

[00382] A vazéo foi avaliada para garantir que a proteina e o NAT
estavam sendo eliminados eficientemente. A vazéo foi variada entre
0,8-1,6 ml/min. As FIGS. 17A e 17B mostram 25 pl de inje¢cdes de
amostra de proteina A18/A19 livre de PS20 a 150 mg/ml usando va-
zdes de 1,60, 1,40, 1,25, 1,00 e 0,80 ml/min (tragos 1, 2, 3, 4 € 5, res-
pectivamente).

[00383] Na vazao mais lenta, 0,8 mL/min (traco 5), havia ainda pro-
teinas e excipientes eluidos na regido PS20 como indicado pelo pico
no ELSD (FIG. 17A). O trago de UV (FIG. 17B) desta condigdo tam-
bém exibiu aumento de interferentes eluindo mais tarde do que com as
vazbes mais altas. Quando a vazéo foi aumentada para 1,00 ml/min
(trago 4), a interferéncia diminuiu e tornou-se quase insignificante, uma
vez que a vazéao foi aumentada para 1,25 ml/min (trago 3). Quando a
vazao foi aumentada para 1,40 e 1,60 mL/min (tragos 2 e 1, respecti-
vamente), o traco de UV mostra que a maior parte da proteina e exci-
pientes foram eluidos do cartucho mais completamente em 2,0 minu-
tos do que com as vazdes mais baixas, e uma vazao de 1,40 mL/min
foi selecionada para uso no método. Ndo aumentamos para 1,6
mL/min porque o desempenho foi quase equivalente a 1,4 mL/min e

porque queriamos minimizar o risco de vazamentos devido a maior
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contrapressao a 1,6 mL/min.
Tempo de eluicdo (1,1 min, 3,1 min)
[00384] A etapa de eluicdo a 100% B no Método 1 € mantida duran-

te 1,1 minutos. Ha um pico de identidade desconhecida que elui em

~6,5 minutos, o que foi observado em todas as inje¢des, independen-
temente da amostra e incluindo os ensaios em branco com agua. O pi-
co desconhecido parece eluir apos a %B da fase mdvel voltar as con-
dicdes de reequilibrio. Para testar se o pico poderia ser mais bem se-
parado do PS20, o tempo de eluigao foi prolongado. A FIG. 18 ilustra a
integragdo do pico do PS20, que comega em ~5,2 minutos e termina
aproximadamente quando esse pico desconhecido comecga (trago 2).
Embora isso ndo tenha afetado significativamente a quantificacéo, pa-
ra evitar potencial interferéncia deste pico no futuro, a etapa de eluicao
foi aumentada para um tempo de espera de 3,1 minutos (traco 1),
permitindo uma melhor separagao e integragédo da regidao PS20. A FIG.
19 ilustra os resultados para a agua, 150 mg/mL de A18/A19 livres de
PS20, 0,2 mg/mL de PS20 adicionados a agua e 0,2 mg/mL de PS20
adicionados a A18/A19 (tracos 1, 2, 3 e 4, respectivamente) usando o
Método 2 com os parametros finalizados.

Experiéncias de Qualificacido de Método

Especificidade

[00385] A especificidade foi determinada confirmando que injegdes
de tampao de formulacao livre de PS20 e produto livre de PS20 nao
contribuem para quaisquer picos que possam interferir na regido PS20;
estes foram comparados com o padrao de calibracdo de PS20 mais
baixo, que é tipicamente a 50% da concentracdo de PS20 alvo.

[00386] Cromatogramas tipicos para tampao de formulagao livre de
PS20, proteina livre de PS20 e 0,1 mg/mL de PS20 (alvo de 50%) adi-
cionados a agua sao mostrados nas FIGS. 20A-20F. Trés diferentes
produtos livres de PS20 foram avaliados. A18/A19 (Figs. 20A e 20B),
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A16/A17 (Figs. 20C e 20D) e A14/A20 (Figs. 20E e 20F) tém concen-
tragdes proteicas de 150, 80 e 150 mg/mL, respectivamente. Mais de-
talhes sobre esses produtos sédo fornecidos na Tabela 21. Visualmen-
te, todos os produtos tiveram alguma interferéncia na regido PS20 no
ELSD quando a amostra de proteina livre de PS20 foi injetada (FIG.
20A, 20C e 20E, trago 2). Contudo, o tampao de formulagédo livre de
PS20 ndo apresentou interferéncia visual na regido PS20 (FIG. 20A,
20C, e 20E, traco 1), indicando que a interferéncia era principalmente
da proteina.
[00387] Os critérios de aceitacdo do método sao preenchidos se as
areas de pico nas amostras livres do PS20 estiverem < 10% da area
do pico no padrao mais baixo. Como havia alguma interferéncia de
proteina visivel na regido do PS20, a especificidade deve ser determi-
nada usando uma equacgao. Existem diferentes abordagens usadas
para determinar a especificidade. Para este estudo, a seguinte equa-
cao foi usada para derivar uma estimativa numérica da especificidade:

Equacéao 1: Especificidade

Interferéncia (%) = (area de proteina livre de PS20/area de
50% da especificacdo PS20)*100
[00388] Usando esta equacdo, a % de interferéncia foi calculada
para os trés produtos (Tabela 24). Foi determinado que A16/A17 livre
de PS20 (80 mg/mL) (FIG. 20C) tinha especificidade de 7% quando
comparado com PS20 a 0,1 mg/mL em agua (alvo de 50%). A18/A19
livre de PS20 (150 mg/mL) (FIG. 20A) tinha apenas 4% de interferén-
cia, enquanto A14/A20 (150 mg/mL) (FIG. 20E) tinha 13% de interfe-
réncia quando comparado com 0,1 mg/mL de PS20 na agua (alvo de
50%).
[00389] Os tracos de UV a 280 nm (Figs. 20B, 20D e 20F) para to-
dos os produtos mostram que a proteina e NAT foram eficientemente

eliminados no momento em que o fluxo foi desviado para o ELSD aos
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4,0 minutos. Embora A14/A20 tivesse uma interferéncia de 13%, a re-
petibilidade, precisdo e linearidade nas avaliagdes subsequentes para
este produto eram aceitaveis.

TABELA 24: ESPECIFICIDADE DOS TRES PRODUTOS

A18/A19 A16/A17 A14/A20
Area de proteina livre de PS20 0,3 0,5 0,8
Area de 0,1 mg/ml PS20 em agua 7.1 7.1 6,2
Especificidade (%) 4 7 13
Preciséo

[00390] De modo a determinar a precisdo do ensaio, uma quantida-
de conhecida de PS20 foi adicionada a proteina livre de PS20 e as re-
cuperacdes para cada concentracado foram determinadas (Tabela 25).
Os critérios tipicos de aceitacdo de validagcdo exigem que a % de re-
cuperacao esteja entre 80 e 120%.

[00391] A18/A19 livre de PS20 (150 mg/mL) e A16/A17 livre de
PS20 (80 mg/mL) foram avaliados adicionando PS20 a uma faixa de
0,1-0,6 mg/mL. Os dados de precisao estdo resumidos na Tabela 25.
Nas concentracoes de PS20 testadas, a faixa de recuperacdes para
A16/A17 e A18/A19 foi de 94-100% e 78-100%, respectivamente. A
amostra com 78% de recuperagédo ocorreu com 0,4 mg/mL de PS20
em A18/A19 livre de PS20. As recuperagdes das concentragdes de
PS20 em faixas (0,2 e 0,6 mg/mL) estavam dentro da especificagao,
sugerindo erro na preparagao de amostra ou inje¢cao para esta amos-
tra. Se a amostra de 0,4 mg/mL for excluida, a faixa de recuperacdes é
de 88 a 100% para A18/A19.

[00392] A precisao de A14/A20 livre de PS20 (150 mg/mL) foi avali-
ada pela adicdo de PS20 na faixa de 0,1-0,3 mg/mL. As recuperagdes
do PS20 para A14/A20 variaram de 92-109%. No geral, os dados de
experimentos de recuperacao de alta qualidade para todos os trés
produtos testados demonstram que o método € preciso. Adicionalmen-

te, estes resultados demonstram que 2,5 ug (0,1 pg/ul * 25 ul) - 15 ug
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(0,6 pg/pl * 25 ul) de PS20 podem ser carregados no cartucho e quan-

tificados com precisao.
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TABELA 25: PRECISAO

Produto (concentragdo | Volume de In- | Nomero de | PS20 adicionado | , . . .
i L . Area (mV*min) | Quantidade (mg/mL) | % de Recuperagido

de proteina) jecao (pL) Replicados (mg/mL)

0,10 9,2 0,09 88

0,20 26,4 0,19 95
A18/A19 (150 mg/mL) 25 1

0,40 51,8 0,31 78

0,60 125,0 0,60 100

0,10 10,0 0,09 94

0,20 27,3 0,20 98
A16/A17 (80 mg/mL) 25 1

0,40 72,5 0,40 100

0,60 124,3 0,60 99

0,10 7,2 0,11 109

0,15 12,7 0,16 104
A14/A20 (150 mg/mL) 25 3 0,20 19,0 0,20 101

0,25 25,8 0,25 98

0,30 31,6 0,28 92
Linearidade

[00393] A linearidade foi avaliada pela determinacédo do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) = 0,99 sobre as
faixas testadas para os trés produtos. Estes valores sdo mostrados na Tabela 26 para cada faixa de concentragdes de
PS20 para cada produto. Todos os valores do coeficiente de correlacdo de Pearson foram maiores que 0,99 para as

faixas de PS20 testadas. Portanto, a linearidade foi aceitavel para este ensaio nos trés produtos testados.
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TABELA 26: LINEARIDADE: COEFICIENTE DE CORRELAGAO DE

PEARSON
Faixa de Concentracdo de | Coeficiente de correlagao
Produto
PS20 (mg/mL) de Pearson (r)
A18/A19 0,1-0,6 0,9915
A16/A17 0,1-0,6 0,9999
A14/A20 0,1-0,3 0,9994
Repetibilidade

[00394] A repetibilidade foi avaliada com seis injegdes replicadas da
amostra A18/A19 (nominal 0,2 mg/mL de PS20) e seis inje¢des repli-
cadas da amostra A16/A17 (nominal 0,2 mg/mL de PS20) e medindo a
%RSD das areas do pico de PS20. Os resultados desta avaliagdo sdo
apresentados na Tabela 27 e mostram que a precisdo do ensaio foi
aceitavel para ambos os produtos.

TABELA 27: REPETIBILIDADE DE A18/A19 E A16/A17

A18/A19 A16/A17

, PS20 Conc | Area (mV |PS20 Conc
Injecéo # Area (mV * min)

(mg/mL) * min) (mg/mL)

1 23,9 0,18 35,4 0,24
2 25,6 0,19 35,1 0,24
3 24,3 0,18 35,0 0,23
4 24,0 0,18 35,1 0,24
5 24,5 0,18 35,2 0,24
6 23,4 0,18 34,9 0,23
Média 24,3 0,18 35,1 0,23
DP 0,7 0,0 0,2 0,0
%RSD 3,1 2,1 0,5 0,3

[00395] A repetibilidade também foi avaliada testando trés repeti-
¢cbes de cinco concentracdes e medindo a %RSD das areas de pico do
PS20. Este experimento foi realizado com 0,10-0,30 mg/mL de PS20
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em A14/A20 livres de PS20. Os resultados desta avaliacido sao apre-
sentados na Tabela 28 e mostram que a precisao do ensaio é aceita-
vel para A14/A20.

TABELA 28: REPETIBILIDADE DE A14/A20

PS20 adicionado a A14/A20
PS20 tedrico (mg/mL) 0,10 0,15 |0,20 |0,25 0,30
PS20 Medido Médio (mg/mL) 0,11 0,16 |0,20 |0,25 |0,28
DP (mg/ml) 0,001 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,003
RSD (%) 0,5 1,5 0,9 0,4 1,1

Experimentos de Robustez do Método

Cartucho para Cartucho

[00396] Trabalhos anteriores feitos com o Método 1 do Exemplo 1
mostraram que, mesmo quando o lote sorvente do cartucho seja o
mesmo, os cartuchos podem exibir um comportamento diferente em
relacado a depuracio e especificidade da proteina. Trés cartuchos MCX
foram avaliados para determinar a variabilidade de cartucho para car-
tucho. Destes, os cartuchos MCX 2 e 4 tinham o mesmo lote sorvente
(0093), enquanto 6 era diferente (0103) (Tabela 20).

[00397] Todos os trés cartuchos MCX foram avaliados com 0,2
mg/mL de PS20 misturado com agua e produtos contendo PS20. As
FIGS. 21 e 22 mostram os cromatogramas destas avaliagdes e a Ta-
bela 29 apresenta um resumo dos resultados. Os tracos 3 € 4 na FIG.
21 e o trago 3 na FIG. 22 ilustram as diferengas nas alturas e larguras
dos picos para o PS20 de 0,2 mg/mL em amostras de agua injetadas
através dos trés cartuchos. Mais notavelmente, as alturas e areas dos
picos sdo variaveis de cartucho para cartucho, com a maior diferenga
observada entre o cartucho 2 (FIG. 21, trago 1 e 3) e o cartucho 6
(FIG. 21, traco 2 e 4). A area do pico com o cartucho 2 foi de aproxi-
madamente 60% da area do pico com o cartucho 6 em ambos os tipos

de amostra testados (ou seja, PS20 em agua e PS20 em A18/A19).
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Dado que a diferenca nas areas de pico foi observada como indepen-
dente do tipo de amostra (por exemplo, com ou sem proteina), a varia-
bilidade ndo € provavelmente causada por interferéncia de proteina.
Embora as contagens de area fossem muito diferentes entre dois car-
tuchos testados, a diferenca entre os cartuchos 4 e 6 era menor, com a
area do cartucho 4 sendo aproximadamente 85% do cartucho 6. A va-
riabilidade na area do pico de PS20 entre os cartuchos nao parece ser
apenas dependente do lote de resina, uma vez que ambos os cartu-
chos 2 e 4 compartilhavam o mesmo lote de resina e também produzi-
am diferentes areas de pico.

[00398] Embora essa variabilidade nao seja a ideal, as concentra-
cbes de PS20 determinadas a partir da curva de calibragdo analisada
na mesma coluna foram precisas em comparagdo com as concentra-
cbes tedricas em todos os cartuchos, uma vez que os padrdes foram
implementados para obter a quantidade calculada de PS20. Com base
nesses dados, sera importante utilizar quantidades de inje¢do de PS20
que fornecam uma resposta bem dentro da faixa linear do detector
ELSD. Por exemplo, uma resposta maxima do detector de 80% da es-
cala total (por exemplo, 800 mV) é geralmente recomendada para mé-
todos HPLC-ELSD, mas dada a variabilidade observada de cartucho
para cartucho, pode ser aconselhavel diminuir essa resposta alvo para
o método MCX para fornecer mais garantias de que o detector ndo sa-
turara certos cartuchos. No geral, a variabilidade de cartucho para car-
tucho foi minima em relagdo a quantidade de PS20 relatada para este

meétodo para as amostras e cartuchos testados.
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TABELA 29: VARIABILIDADE DE CARTUCHO PARA CARTUCHO

Cartucho 0,2 mg/mL de PS20 adiciona-| 0,1 mg/ml de PS20 A18/A19 (est. 0,2 mg/ml
MCX do a agua adicionado a A18/A19 de PS20)

) | Quantidade de | Area Quantidade de | % de Re- | Area Quantidade de

Area (mv*min) _ _

PS20 (mg/mL) | (mv*min) | PS20 (mg/mL) | cuperagdo | (mv*min) | PS20 (mg/mL)

2 15,8 0,19 6,1 0,10 99,6 n/a n/a
4 22,3 0,20 n/a n/a n/a 20,3 0,19
6 26,7 0,19 10,3 0,10 95,2 23,9 0,18

Injecédo de 100X da amostra de A18/A19
[00399]

forma robusta e precisa o PS20, queriamos testar a durabilidade do cartucho executando sequéncias longas com

Embora os experimentos descritos acima demonstrem que o cartucho OASIS® MCX pode quantificar de

amostras contendo proteinas. Um dos produtos para os quais este método foi inicialmente desenvolvido tem uma con-
centracao de proteina alvo muito alta de 150 mg/mL e pode levar a falha de cartucho/sobrepresséo devido ao acumulo
de proteina no cartucho. Como de praxe, a pressao foi de ~25-45 bar ao executar o método. Se a pressao aumentar
acima desta faixa, o cartucho provavelmente acumulou proteinas e/ou excipientes e deve ser monitorado de perto ou

o cartucho deve ser substituido. Se o cartucho comecar a vazar, ele deve ser descartado e substituido imediatamente.
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[00400] A repetibilidade dos cartuchos e a capacidade de limpar
consistentemente a proteina e o NAT foram avaliados pela injecdo de
proteina (150 mg/mL) cem vezes (ver Tabela 30 para a sequéncia)
usando um novo cartucho. Os controles (n=11) foram agrupados a ca-
da décima inje¢ao de proteina e foram analisados primeiro para garan-
tir que a sequéncia fosse valida. A FIG. 23 mostra a sobreposicao dos
controles. Embora tenha havido um aumento (até 5 mV) no inicio da
linha de base (em 4,0-5,0 min e apds 8,5 min) e no back-end da linha
de base, essas alteracdes nao afetaram a integracdo ou a quantifica-
cao final do PS20 (Tabela 31) com uma quantidade média de PS20
calculada a 0,210,005 (2,8% RSD) mg/mL.

TABELA 30: SEQUENCIA (TODAS AS INJECOES DE 25 pL)

Amostra Replicados | Repeticao
agua 5
padrao 1 (0,1 mg/mL em agua)
padrao 2 (0,2 mg/mL em agua)
padrao 3 (0,3 mg/mL em agua)
Tampao de formulacgao livre de PS20
A18/A19 livre de PS20

Tampao de Formulagdo com PS20
agua

controle (0,2 mg/mL em agua)
A18/A19 (est. 0,2mg/ml de PS20)
agua

controle (0,2 mg/mL em agua)
Tampao de formulacgao livre de PS20
A18/A19 livre de PS20

Tampao de Formulagdo com PS20
padrao 1 (0,1 mg/mL em agua)
padrao 2 (0,2 mg/mL em agua)
padrao 3 (0,3 mg/mL em agua)

Al A Al a2 NDINDIND

N
o

NININD A A
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TABELA 31: QUANTIFICACAO DOS CONTROLES UTILIZADOS NA
SEQUENCIA PROTEICA DE 100X

Controle (0,2 mg/mL de PS20 em | Area de PS20 | Quantidade de
agua) a cada 10? injegao de proteina | (mV*min) PS20 (mg/mL)
Média 18,5 0,2

DP 0,891 0,005

%RSD 4,8 2,8

[00401] Uma vez que os controles foram qualitativa e quantitativa-
mente consistentes ao longo do ensaio, as cem amostras A18/A19
(150 mg/mL) com PS20 nominal de 0,2 mg/mL foram integradas (FIG.
24) e quantificadas (FIG. 26B, Tabela 32). A FIG. 24 ilustra a mesma
tendéncia dos controles, com uma linha de base crescente (~5 mV)
antes da regidao PS20, a 4,0-5,0 min e apds 8,5 min. Plotando a area
versus numero de injecdo e quantidade versus numero de injecéo, a
quantificacdo da proteina teve desvio minimo, embora tenha havido
uma leve tendéncia de queda para as areas e quantidades calculadas
para as primeiras vinte injegdes, 0 que pode ser devido ao equilibrio do
cartucho (Figuras 26A e 26B). Por fim, as areas e quantidades médias
de PS20 quantificadas para as cem injecdes da amostra de A18/A19
foram 18,31£0,76 (4,2%RSD) mV*min e 0,2+0,005 (2,6%RSD) mg/mL,
respectivamente (Tabela 32). Observe que 375 mg de proteina foram
carregados no cartucho com a centésima inje¢cdo. O método limpou
consistentemente a proteina e os excipientes suficientemente antes do
efluente entrar no ELSD aos 4,0 minutos (FIG. 25A) ao longo da se-
guéncia como representada no trago de UV (FIG. 25B).

[00402] Devido a tendéncia descendente, foram avaliadas cem inje-
coes de tampao de formulagcdo de A18/A19 com valor nominal de 0,2
mg/mL de PS20 com um novo cartucho MCX (cartucho 5) para deter-
minar se este efeito € devido a proteina ou a formulagdo ou ambas.

Curiosamente, houve uma tendéncia similar de queda nas contagens
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de area [n=100, média de 31,3+1,3 (4,1%RSD) mv*min] para as pri-

meiras 49 inje¢cdes (FIG. 27A). Este comportamento ndo teve um

grande impacto na quantificacdo [n=100, média 0,22+0,005
(2,1%RSD)] (FIG. 27B e Tabela 32).
[00403] Quando 0,2 mg/mL de PS20 adicionado a agua também foi

avaliado em um novo cartucho (cartucho 3), ndo houve tal tendéncia
de queda. Para esta amostra, a contagem de area [n=100, média de
20,710,3 (1,5%RSD) mv*min] (FIG. 28A) permaneceu consistente, jun-
[n=100, média de 0,20+£0,002
(0,9%RSD)] (FIG. 28B, Tabela 32). Este resultado da amostra de agua

+ PS20 pode indicar que a tendéncia descendente observada anteri-

tamente com a quantificagcao

ormente (FIGS. 26A e 27A) esta relacionada com os outros excipientes
na formulacdo ou com a presenca da proteina. Outra possibilidade é
que foi um efeito relacionado ao cartucho especifico usado, e ndo de-
pende dos outros componentes da formulacao.

TABELA 32: QUANTIFICACAO DE INJECOES DE 100X DE PS20
MISTURADO COM AGUA, TAMPAO DE FORMULACAO DE A18/A19,

AMOSTRA DE A18/A19
Amostra Pardmetro Area de PS20 | Quantidade de
(mV*min) PS20 (mg/mL)

Média 20,7 0,20

0,2 mg/mL adicionado a agua DP 0,3 0,002
%RSD 1,5 0.02

Tampso de formulagio de A18/A19 | e 31.3 0,22

ampao de rormulagao ae

(est. 0,2 mg/ml de PS20) bP 13 0,005
%RSD 4.1 2,09

150 mg/mL amostra de A18/A19 (est, |02 18,3 0,18

mg/mL amostra de est.

0,2 mg/ml de PS20) DP 0.8 0,005

%RSD 4,2 2,61

[00404]

No geral, os trés cartuchos foram capazes de funcionar efi-

cientemente apds 100 inje¢cdes de PS20, ilustrando que a reprodutibili-
dade e robustez do cartucho MCX é adequada para uso rotineiro em

um ambiente de QC. Mais importante, os perfis de absorvéncia de cem
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injecdes de proteinas mostram claramente uma depuragcao semelhante
de ambas as proteinas e NAT ao longo da sequéncia (FIG. 25B). A
quantificacdo do PS20 permaneceu estatisticamente constante ao lon-
go da sequéncia.

Avaliacdo de quantificacdo do PS20 de trés produtos de baixo pl
[00405] Trés diferentes produtos de baixo pl, A21, A14/A15 e A14

(Tabela 33), foram avaliados com o Método 1 (descrito no Exemplo 1)

e com o Método 2. Os cartuchos usados para essa avaliacao estao lis-
tados na Tabela 34. As caracteristicas de desempenho do método tes-
tadas foram especificidade, precisao, linearidade e repetibilidade.
TABELA 33. MOLECULAS AVALIADAS

Concentragao Concentragao
Produto Tampao Nominal de Pro- | nominal de | pl
teina (mg/mL) PS20 (mg/mL)
20mM de Cloreto de .
A1 histidina pH 5 150 0.2 7.2
. |20 mM de HisAce,
::Zﬁ:ff: ) P 240 mM de Sacaro- | 190 0,3 7,2*
P se, pH 5,8
Tampao DF 20 mM
A14 de acetato de histi- | 160 0,3 6,2**
dina pH 5,7

pl determinado pelo método de abordagem em faixas (curva de calibra-

¢a0)

** pl determinado pelo ensaio do sistema de controle iclEF

TABELA 34. CARTUCHOS USADOS DURANTE O DESENVOLVI-

MENTO DO METODO

Tipo de cartucho Numero do | Lote Sor- | Lote de
Cartucho vente # Cartucho #

Cartucho de troca catibnica

de modo misto (MCX) para | 7 0101 0101342141
o Método 2

Cartucho de troca anibnica

de modo misto (MAX) para | 8 0053 0053323111
o Método 1
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Especificidade

[00406] A especificidade calculada para as trés moléculas € mos-
trada na Tabela 35. Cromatogramas correspondentes sdo mostrados
nas FIGS. 29A-29F. A21 (150 mg/mL) apresentou 16% de interferéncia
quando avaliado pelo Método 1 (Oasis® MAX com metanol e acido
acético) e 7% de interferéncia quando avaliado pelo Método 2 (Oasis®
MCX com metanol e hidréxido de amdnio), comparado a 0,1 mg/mL de
PS20 em agua (alvo de 50%). Isso pode ser devido a uma interagao
mais fraca do produto de baixo pl com a resina de troca catiénica (gru-
po anidnico sulfito), minimizando a interferéncia da proteina. A14/A15
(192 mg/mL) apresentou 3% de interferéncia quando avaliado pelo Mé-
todo 1 e 2% de interferéncia quando avaliado pelo Método 2, compa-
rado a 0,15 mg/mL de PS20 em agua (alvo de 50%). A14 (161 mg/mL)
apresentou ~1% de interferéncia quando avaliado com ambos 0s mé-
todos, comparado a 0,15 mg/mL de PS20 em agua (alvo de 50%). A

especificidade desses produtos nao foi significativamente afetada pelo

método.

TABELA 35. ESPECIFICIDADE DE TRES MOLECULAS DE BAIXO PI
Método 1 Método 2

Produto Especificidade (%) Especificidade (%)

A21 15,6 7,1

A14/A15 3,4 1,9

A14 0,8 0,6

Preciséo

[00407] De modo a determinar a precisdo do ensaio, uma quantida-
de conhecida de PS20 foi adicionada a proteina livre de PS20 e as re-
cuperacdes para cada concentracado foram determinadas (Tabela 36).
Os critérios tipicos de aceitacdo de validagcdo exigem que a % de re-
cuperacao esteja entre 80 e 120%.

[00408] O A21 livre de PS20 foi avaliado adicionando PS20 na faixa
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de 0,10-0,30 mg/mL. Os dados de precisao estdo resumidos na Tabela
36. Nas concentracdes de PS20 testadas, a faixa de recuperacgoes,
quando as amostras foram analisadas usando o Método 1 e o Método
2, foram de 99-108% e 101-110%, respectivamente. As precisdes de
A14/A15 e A14 livre de PS20 foram avaliadas adicionando PS20 a
uma faixa de 0,15-0,45 mg/mL. As recuperagdes do PS20 para
A14/A15, quando as amostras foram analisadas usando o Método 1 e
o Método 2, variaram de 97-101% e 92-99%, respectivamente. As re-
cuperacdes do PS20 para A14, quando as amostras foram analisadas
usando o Método 1 e o Método 2, variaram entre 102-108% e 102-
110%, respectivamente. No geral, os dados dos experimentos de re-
cuperacao de alta qualidade para todos os trés produtos testados de-

monstraram que ambos os métodos sao precisos.
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TABELA 36. RECUPERACAO DE TRES PRODUTOS DE BAIXO PI

Método 1 Método 2
Amostra Area Média Quantidade % de Recupe- | Area Quantidade % de Recupe-
Média (mg/mL) | ragdao Média Média Média (mg/mL) | ragdao Média

0,10 mg/mL de PS20 em A21 6,1 0,11 108,4 3,3 0,11 109,6

0,15 mg/mL de PS20 em A21 9,9 0,15 98,9 5,8 0,15 101,3

0,20 mg/mL de PS20 em A21 16,0 0,20 100,8 9,6 0,21 102,8
0,25mg/mL de PS20 em A21 22,9 0,25 101,5 14,0 0,26 102,1
0,30mg/mL de PS20 em A21 30,9 0,31 102,6 19,0 0,31 101,8
0,15mg/mL de PS20 em A14/A15 8,5 0,15 97,2 4,5 0,14 91,7

0,23 mg/mL de PS20 em A14/A15 18,5 0,23 100,9 11,0 0,23 98,4

0,3 mg/mL de PS20 em A14/A15 271 0,29 97,1 15,9 0,28 93,1

0,38 mg/mL de PS20 em A14/A15 | 41,1 0,37 98,4 25,9 0,37 96,7

0,45 mg/mL de PS20 em A14/A15 | 54,5 0,44 98,4 36,5 0,45 99,3

0,15 mg/mL de PS20 em A14 10,0 0,16 106,8 6,2 0,16 109,6

0,23 mg/mL de PS20 em A14 20,6 0,25 107,6 13,3 0,25 109,6

0,3 mg/mL de PS20 em A14 30,2 0,31 103,7 19,1 0,31 103,2

0,38 mg/mL de PS20 em A14 445 0,39 103,3 29,4 0,39 103,8

0,45 mg/mL de PS20 em A14 57,7 0,46 101,9 38,6 0,46 102,4

Triplicado, injecdes de 20 uL
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Linearidade
[00409] A linearidade foi avaliada pela determinacédo do coeficiente

de correlagdo de Pearson (r) = 0,99 sobre as faixas testadas para os
trés produtos com baixo pl avaliados com o Método 1 e o Método 2.
Estes valores sdo mostrados na Tabela 37 para cada faixa de concen-
tracdes de PS20 para cada produto. Todos os valores do coeficiente
de correlagao de Pearson foram maiores que 0,99 para as faixas de
PS20 testadas. Portanto, a linearidade foi aceitavel para o Método 1 e
Método 2 nos trés produtos testados.

TABELA 37. LINEARIDADE DE TRES PRODUTOS DE BAIXO PI

Faixa de Soma
Concen- Incli Intercep- Correlagéo | residual
nclina-
Produto tracdo de | Método o (m) ¢édo em Y | de Lineari- | de qua-
&0 (m
PS20 ¢ (b) dade (r) drados
(mg/mL) (RSS)
Método 1 | 1,4928 2,2566 0,9974 0,00163
A21 0,10 -0,30
Método 2 | 1,6173 2,1165 0,9989 0,00083
Método 1 | 1,6733 2,3171 0,9994 0,00048
A14/A15 0,15-0,45
Método 2 | 1,8659 2,2018 0,9984 0,00162
Método 1 | 1,5917 2,3165 0,9996 0,00025
A14 0,15-0,45
Método 2 | 1,6481 2,1578 0,9993 0,00055
Repetibilidade

[00410] A repetibilidade também foi avaliada testando trés repeti-
¢cbes de cinco concentracdes e medindo a %RSD das areas de pico do
PS20. Este experimento foi realizado com 0,10-0,30 mg/mL de PS20
em A21 livre de PS20 e 0,15-0,45 mg/mL de PS20 em A14/A15 livre
de PS20 e A14. Os resultados desta avaliagdo sdo apresentados na
Tabela 38 e mostram que a precisdo do ensaio foi aceitavel para o Mé-

todo 1 e o Método 2 nos trés produtos testados.
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TABELA 38. REPETIBILIDADE DE TRES PRODUTOS DE BAIXO PI

Método 1 Método 2
Amostra %RSD (N=3) | %RSD (N=3)
0,10 mg/mL de PS20 em A21 1,41 0,53
0,15 mg/mL de PS20 em A21 1,03 1,97
0,20 mg/mL de PS20 em A21 0,99 0,97
0,25mg/mL de PS20 em A21 0,23 0,68
0,30mg/mL de PS20 em A21 0,86 0,19
0,15mg/mL de PS20 em A14/A15 1,98 0,42
0,23 mg/mL de PS20 em A14/A15 | 1,14 0,67
0,30mg/mL de PS20 em A14/A15 3,90 0,83
0,38 mg/mL de PS20 em A14/A15 | 4,86 1,59
0,45 mg/mL de PS20 em A14/A15 | 0,90 1,06
0,15 mg/mL de PS20 em A14 0,63 1,26
0,23 mg/mL de PS20 em A14 0,93 1,82
0,30 mg/mL de PS20 em A14 0,64 0,99
0,38 mg/mL de PS20 em A14 0,39 1,65
0,45 mg/mL de PS20 em A14 0,25 0,38

Triplicado, inje¢des de 20 uL
CONCLUSOES:
[00411] As seguintes modificacbes do Método 1 do Exemplo 1 fo-

ram feitas para o ensaio ELSD atual, Método 2:

[00412] Aditivo de fase movel mudado de acido acético a 2% para
hidréxido de aménio a 1,5%

[00413] A vazao foi alterada de 1,25 ml/min para 1,40 ml/min
[00414] Fluxo de LC passando de residuos para o ELSD de 2,4 mi-
nutos alterado para 4,0 minutos

[00415] A concentragcdo de B% na etapa de lavagem mudou de
40% para 45% da fase movel B
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[00416] Tempo do produto organico na etapa de lavagem de 1,0 -
3,4 minutos mudado para 1,0 - 4,4 minutos

[00417] Tempo da etapa de eluicdo de 3,5 - 4,6 minutos alterado
para 4,5 - 7,6 minutos

[00418] Tempo da etapa de equilibrio de 4,7 - 6,6 minutos alterado
para 7,7 - 9,6 minutos

[00419] Essas modificagdes eliminaram a interferéncia de NAT e de
proteina e apresentaram uma variabilidade minima de quantificagao de
cartucho para cartucho. Os resultados da qualificacdo deste ensaio
modificado para trés produtos contendo NAT mostraram que este en-
saio era adequado para quantificar o polissorbato 20 nestas formula-
coes.

[00420] Trés moléculas de pl baixo foram avaliadas com os Méto-
dos 1 e 2. O unico caso de falha em atender aos critérios de aceitagao
foi a especificidade ao usar o Método 1 com A21. Além disso, ambos
os métodos passaram pelos critérios de precisao, linearidade e repeti-
bilidade para todos os trés produtos com baixo indice de pl. Estes re-
sultados indicam ainda que o Método 2 é também capaz de quantificar
o PS20 e é particularmente util para produtos que nao contenham
NAT.
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REIVINDICACOES

1. Método para quantificar um tensoativo ndo idnico em uma
composicdo compreendendo o tensoativo ndo iénico e um polipeptideo,
em que a interferéncia entre o tensoativo ndo ibnico e o polipeptideo
durante a quantificacdo é reduzida, caracterizado pelo fato de que
compreende as etapas de

a) aplicar a composicdo a um material de cromatografia de
troca anidnica de modo misto, em que a composicdo € carregada no
material de cromatografia em uma solugdo compreendendo uma fase
movel A e uma fase mével B, em que a fase mével A compreende &cido
em agua e a fase mével B compreende acido em metanol, em que o
polipeptideo se liga ao material de cromatografia especificamente e ndo
especificamente;

b) eluir o polipeptideo especificamente ligado a partir do
material da cromatografia de troca anibnica de modo misto com uma
solucdo compreendendo a fase movel A e a fase movel B, em que a
razdo entre a fase movel B e a fase mével A é aumentada em
comparacao a etapa a);

c) eluir o tensoativo ndo i6nico e o polipeptideo nao
especificamente ligado a partir do material de cromatografia com uma
solucdo compreendendo a fase movel A e a fase movel B, em que a
razdo entre a fase movel B e a fase mével A é aumentada em
comparacéao a etapa b);

d) quantificar o tensoativo ndo iénico, em que a interferéncia
entre o tensoativo n&o iénico e o polipeptideo durante a quantificacéao é
reduzida.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a razéo entre a fase mével B e a fase movel A na etapa
a) é de 10:90; e/ou

a razao entre a fase movel B e a fase movel A € aumentada
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para 40:60 na etapa b); e/ou

a razao entre a fase movel B e a fase movel A é aumentada
para 100:0 na etapa c).

3. Meétodo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a fase mével A compreende 2% de acido
em agua e/ou a fase mével B compreende 2% de acido em metanol.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que o acido é o acido férmico ou acido
acetico.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que a vazdo da cromatografia é de 1,25
mL/minuto e/ou em que a etapa b) comeca 1 min apds a cromatografia
ser iniciada e termina de 3,4 min ap0s a cromatografia ser iniciada e/ou
a etapa c) comeca 3,5 min ap0s a cromatografia ser iniciada e termina
4,6 min apds a cromatografia ser iniciada.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
1 a 5, caracterizado pelo fato de que o tensoativo ndo ibnico é
poloxamero (P188) ou um polissorbato.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado
pelo fato de que o polissorbato é polissorbato 20 ou polissorbato 80.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7,
caracterizado pelo fato de que a concentracao de tensoativo néo iénico
na composicao esta na faixa de 0,001% a 1,0% (p/v).

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 9, caracterizado pelo fato de que o material de cromatografia de
troca anibnica de modo misto compreende um polimero de troca
anidnica forte de fase reversa.

10. Método, de acordo com a reivindicacéo 9, caracterizado
pelo fato de que o material de cromatografia de troca aniénica de modo

misto compreende uma porcéo de amina quaternaria.
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11. Método para quantificar um tensoativo ndo iénico em
uma composicdo compreendendo o tensoativo ndo iGnico e um
polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de

a) aplicar a composicdo a um material de cromatografia de
troca catidnica de modo misto, em que a composicdo é carregada no
material de cromatografia em uma solucdo compreendendo uma fase
movel A e uma fase movel B, em que a fase moével A compreende
hidroxido de amoénio em agua e a fase mével B compreende hidréxido
de amdnio em um solvente organico;

b) eluir o polipeptideo a partir do material da cromatografia
de troca cationica de modo misto com uma solugdo compreendendo a
fase moével A e a fase mével B, em que a razéo entre a fase movel B e
a fase movel A é aumentada em comparacao a etapa a);

c) eluir o tensoativo nao ibnico a partir do material de
cromatografia com uma solucdo compreendendo a fase movel A e a
fase movel B, em que a razdo entre a fase movel B e a fase movel A é
aumentada em comparacao a etapa b);

d) quantificar o tensoativo ndo ionico.

12. Método, de acordo com a reivindicacao 11, caracterizado
pelo fato de que o solvente organico da fase movel B é o metanol.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 11 ou 12,
caracterizado pelo fato de que a razéo entre a fase movel B e a fase
movel A na etapa a) € de 10:90; e/ou

a razao entre a fase moével B e a fase mével A é aumentada
para 45:55 na etapa b); e/ou

a razao entre a fase moével B e a fase mével A é aumentada
para 100:0 na etapa c).

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
11 a 13, caracterizado pelo fato de que a fase mével A compreende 2%

de hidréxido de amonio em agua e/ou a fase movel B compreende 2%
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de hidroxido de amoénio em metanol.

15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
11 a 14, caracterizado pelo fato de que a vaz&o da cromatografia é de
1,4 mL/minuto; e/ou a etapa b) comeca 1 min apds a cromatografia ser
iniciada e termina 4,4 min apds a cromatografia ser iniciada e/ou a etapa
c) comeca 4,5 min apds a cromatografia ser iniciada e termina 7,6 min
apo0s a cromatografia ser iniciada.

16. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicacoes
11 a 15, caracterizado pelo fato de que o tensoativo nao ibnico € um
polissorbato.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado
pelo fato de que o polissorbato é polissorbato 20 ou polissorbato 80.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 16 ou 17,
caracterizado pelo fato de que a concentracdo de polissorbato na
composicao esta na faixa de 0, 001% a 1,0% (p/v).

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado
pelo fato de que a fase mével A compreende 2% de hidréxido de amonio
em agua ou em 43% de metanol, e/ou o solvente organico da fase movel
B é a acetonitrila.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado
pelo fato de que a fase mével B compreende 2% de hidroxido de aménio
em acetonitrila.

21. Método, de acordo com a reivindicacéo 19, caracterizado
pelo fato de que a razéo entre a fase movel B e a fase mével A na etapa
a) é de 10:90; e/ou a razéo entre a fase movel B e a fase moével A é
aumentada para 40:60 na etapa b); e/ou a raz&do entre a fase movel B
e a fase movel A € aumentada para 100:0 na etapa c).

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 19, 20 ou 21,
caracterizado pelo fato de que o tensoativo ndo iénico € um poloxamero.

23. Método, de acordo com a reivindicacéo 22, caracterizado
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pelo fato de que o poloxamero é o poloxamero P188.

24. Método, de acordo com a reivindicagdo 22 ou 23,
caracterizado pelo fato de que a concentracdo de poloxamero na
composicao esta na faixa de 0,001% a 1,0% (p/v).

25. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
11 a 24, caracterizado pelo fato de que a composicdo compreende ainda
N-acetil triptofano e/ou metionina.

26. Método, de acordo com a reivindicacéo 25, caracterizado
pelo fato de que a concentracdo de N-acetil-triptofano na composigéao
varia de 0,1 mM a 10 mM e/ou a concentracdo de metionina na
composicéo varia de 0,1 mM a 100 mM.

27. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
1 a 26, caracterizado pelo fato de que a concentragcédo de polipeptideo
na composicédo € de 1 mg/mL a 250 mg/mL e/ou a formulac&o possui
umpHde 4,5a 7,5.

28. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 27, caracterizado pelo fato de que a composicao compreende ainda
um ou mais excipientes selecionados do grupo consistindo em um
estabilizante, um tampao, e um agente de tonicidade; e/ou a
composicdo € uma formulacdo farmacéutica adequada para
administracdo a um sujeito.

29. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacées
1 a 28, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo € uma proteina de
fusédo, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado, um anticorpo humano, um anticorpo quimérico, um
anticorpo multiespecifico, anticorpo glicomanipulado
("glycoengineered"), fragmento de anticorpo ou um conjugado de
anticorpo-farmaco.

30. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes

1 a 29, caracterizado pelo fato de que o material de cromatografia de
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troca catibnica de modo misto compreende um polimero de troca
catibnica forte de fase reversa; e/ou o material de cromatografia de troca
cationica de modo misto compreende uma porcao de acido sulfonico.

31. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 30, caracterizado pelo fato de que o material de cromatografia de
troca anibnica de modo misto ou 0 material de cromatografia de troca
catibnica de modo misto compreende um suporte solido.

32. Método, de acordo com a reivindicacéo 31, caracterizado
pelo fato de que o material de cromatografia de troca anionica de modo
misto ou o0 material de cromatografia de troca catidnica de modo misto
esta contido em uma coluna.

33. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicaces
1 a 32, caracterizado pelo fato de que o material de cromatografia de
troca anidnica de modo misto ou o material de cromatografia de troca
catidbnica de modo misto é um material de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC).

34. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
1 a 33, caracterizado pelo fato de que o detergente ndo ibnico é
guantificado por Espalhamento de Luz Evaporativo (ELSD) ou pelo uso

de um Detector de Aerossol Carregado (CAD).
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(0,2 mg/mL nominal de PS20)
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Tampao de formulacdo de A18/A19
(0,2 mg/mL nominal de PS20)
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0,2 mg/mL de PS20 adicionado a agua
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