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(67) Resumo: METODOS PARA REDUZIR OU IMPEDIR
SEPARAGAO DE FASE LIQUIDA-LIQUIDA EM SOLUGOES DE
PROTEINA DE CONCENTRAGAO ALTA. A presente invengéo refere-
se a métodos de formular proteinas em concentragdes altas nas
solugdes de proteina, em que as solugdes de proteina carecem ou tém
separagao de fase liquida-liquida reduzida, sdo descritos. Tais
solugdes de proteina sdo substancialmente claras e substancialmente
homogéneas. Adicionalmente, métodos de concentrar e purificar
proteinas usando separagédo de fase liquida-liquida sdo fornecidos.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "METODOS
PARA REDUZIR OU IMPEDIR SEPARAGAO DE FASE LIQUIDA-LIQUIDA
EM SOLUGCOES DE PROTEINA DE CONCENTRAGAO ALTA".
REFERENCIA CRUZADA PEDIDOS DE PATENTE RELACIONADOS

Este pedido de patente reivindica o beneficio do Pedido de Pa-
tente Provisério U. S. N° 60/812.760, depositado em 12 de junho de 2006,
os conteudos deste sdo incorporados aqui por referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencgao refere-se em geral ao campo de formula-

¢Oes de proteina.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
A disponibilidade da proteina derivada de biotecnologia e farma-

cos de peptideo tem criado opg¢des novas para o tratamento e prevengao de
numerosas doencas. Terapia com base em proteina, especialmente terapia
baseada em anticorpo monoclonal, se tornou um método importante para
tratar doencas tais como cancer, doencas alérgicas, asma, e artrite reuma-
toide.

Terapia com base em anticorpo é tipicamente administrada em
um paciente em intervalos regulares, e requer doseamento de varios mg/kg
através de injec&o. Injegcao subcutanea € uma rota preferida de administra-
cao destas terapias. Por causa dos volumes pequenos usados para inje¢cao
subcutanea (usualmente 1,5 ml), para terapias de anticorpo de dose alta,
esta rota de administracao requer formulagées de proteina de concentragao
alta.

Um dos desafios em usar as solugdes de proteina de concentra-
cao alta é o desenvolvimento de opalescéncia (isto é, nebulosidade) em so-
lugbes de proteina acima de uma concentragdo de proteina particular. Este
fenémeno pode criar solugbes nao-homogéneas e pode afetar o processa-
mento da solucéao de proteina. Além disso, opalescéncia de uma solucao
pode ter consequéncias comerciais negativas. Desse modo, € desejavel ob-
ter uma solucéo de proteina clara para facilidade de manipulagao durante o

processamento, e para uma aparéncia mais atraente do produto de farmaco
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final.

Consequentemente, ha uma necessidade para desenvolver me-
todos para obter solugdes de proteina de concentragao aita que n&o séo o-
palescentes (isto &, turvas).
SUMARIO DA INVENCAO

A invencao refere-se a métodos para formular solugbes de prote-

ina de concentracdo alta. Mais especificamente, a invengéo refere-se aos
métodos para reduzir ou impedir separacao de fase liquida-liquida de solu-
cbes de proteina formuladas em concentragbes altas da proteina. Desse
modo, a invencdo em geral fornece solugdes de proteina de concentragcao
alta que tem opalescéncia reduzida e, portanto sao visivelmente claras. Co-
mo debatido aqui, uma solugéo visivelmente clara facilita a facilidade de ma-
nipulacédo durante o processamento, e € mais atraente como um produto
comercializado. Além disso, a invengao fornece métodos de concentrar e
purificar proteinas usando separagao de fase liquida-liquida das solugdes de
proteina.

Em um aspecto, a invencao fornece métodos para determinar
uma concentragao na qual para reformular uma proteina em uma solugao de
proteina que exibe separagao de fase liquida-liquida a fim de reduzir ou im-
pedir a separacgéo de fase liquida-liquida da solugéo de proteina. Mais espe-
cificamente, os métodos para reduzir e/ou impedir separacao de fase liquida-
liquida inclui manter ou ajustar a solugdo para uma temperatura desejada.
Por exemplo, um método compreende permitir a solucédo de proteina que
exibe separacdo de fase liquida-liquida sofrer separagédo de fase liquida-
liquida em fases liquidas superior e inferior. A concentragéo da proteina na
fase superior e inferior da solugéo de proteina que sofreu separagéo de fase
liquida-liquida é depois medida. Uma concentragdo de proteina que € maior
que a concentragdo de proteina da fase inferior da solugédo de proteina €
selecionada para reformular a proteina. Formulagdo de uma solugéao de pro-
teina usando uma concentracdo determinada desta maneira reduz ou impe-
de a separacao de fase liquida-liquida na solugdo de proteina na temperatu-
ra desejada. Em certas modalidades, a concentragao de proteina na qual
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para formular uma proteina em uma solucao de proteina em uma temperatu-
ra desejada € selecionada para ser cerca de 0,5% a cerca de 40% mais alta
que a concentragao da proteina na fase inferior. Em outras modalidades, a
concentracao de proteina na qual para formular uma proteina em uma solu-
¢ao de proteina em uma temperatura desejada é selecionada para ser cerca
de 0,5% a cerca de 5%, cerca de 5% a cerca de 10%, cerca de 10% a cerca
de 20%, cerca de 20% a cerca de 30%, cerca de 30% a cerca de 40%, cerca
de 5% a cerca de 20%, cerca de 5% a cerca de 30%, ou cerca de 5% a cer-
ca de 40% mais alta que a concentracao da proteina na fase inferior.

Em outros aspectos da invengido, os métodos para determinar
uma concentracao de proteina na qual para reformular uma proteina em
uma solucao de proteina que exibe separacéo de fase liquida-liquida a fim
de reduzir ou impedir separacgao de fase liquida-liquida da solugédo de prote-
ina em uma temperatura desejada incluem construir uma curva de separa-
c¢ao de fase para a solugao de proteina, e selecionar uma concentragao que
esta fora da curva de separagao de fase na temperatura desejada. Uma
concentragao que esta fora da curva de separagéo de fase na temperatura
desejada permite reformulacdo da proteina na solugao de proteina a fim de
reduzir ou impedir separagao de fase liquida-liquida na solugéo de proteina
na temperatura desejada. Em certas modalidades deste aspecto, a curva de
separacao de fase é construida para representar em grafico a concentragao
das duas fases liquidas coexistentes em equilibrio da solugéo de proteina
em duas ou mais temperaturas diferentes nas quais a solucéo de proteina
exibe separacéao de fase liquida-liquida. Em certas modalidades, pelo menos
uma das duas ou mais temperaturas diferentes & a temperatura desejada.

Em um outro aspecto da inveng¢ado, os métodos para determinar
uma concentracéo na qual para reformular uma proteina em uma solugéo de
proteina a fim de reduzir ou impedir separagéo de fase liquida-liquida na so-
lugéo de proteina em uma temperatura desejada incluem fornecer pelo me-
nos uma primeira solug@o de proteina tendo uma concentragéo de proteina e
uma primeira temperatura na qual a primeira solugcdo de proteina exibe se-

paracao de fase liquida-liquida, e pelo menos uma segunda solu¢ao de pro-
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teina na concentracao da primeira solugcao de proteina e uma segunda tem-
peratura na qual a segunda solugao de proteina exibe separagao de fase
liquida-liquida. Estes métodos também envolvem permitir as primeira e se-
gunda solugbes de proteina sofrerem separacao de fase liquida-liquida em
uma fase superior e uma inferior. A concentracdo das proteinas nas fases
superior e inferior das primeira e segunda solugdes de proteina € medida e
usada para a construcdo de uma curva de separacgao de fase. Esta curva de
separacao de fase especifica a concentragdo das fases superior e inferior
em equilibrio das primeira e segunda solu¢cdes de proteina nas primeira e
segunda temperaturas. Uma concentragcao de proteina que esta fora da cur-
va de separacgao de fase na temperatura desejada é selecionada para formu-
lar a proteina na solugao de proteina a fim de reduzir ou impedir separagao
de fase liquida-liquida na solugao de proteina na temperatura desejada. Em
certas modalidades deste aspecto, uma terceira solugao de proteina tendo a
mesma concentracdo de proteina da primeira solugao de proteina e uma
terceira temperatura é permitida sofrer separacao de fase liquida-liquida e as
concentragdes de suas camadas superior e inferior s&o incluidas na constru-
cao da curva de separacgao de fase. Em outras modalidades, uma quarta
solucéo de proteina tendo a mesma concentragéo de proteina da primeira
solucao de proteina e uma quarta temperatura € permitida sofrer separagao
de fase liquida-liquida e as concentragdes de suas camadas superior e infe-
rior sdo incluidas na construgdo da curva de separacao de fase. Em outra
modalidade, uma quinta solugdo de proteina tendo a mesma concentragao
de proteina da primeira solugdo de proteina e uma quinta temperatura &
permitida sofrer separagdao de fase liquida-liquida e as concentragbes de
suas camadas superior e inferior sao incluidas na construgcao da curva de
separacao de fase. Como pode ser apreciado pelos ensinamentos aqui, as
solucdes de proteina adicionais podem ser incluidas na construgao da curva
de separacéo de fase usando os métodos descritos aqui.

Em outro aspecto da invengao, um método para determinar uma
concentra¢do na qual para reformular uma proteina em uma solugao de pro-

teina a fim de reduzir ou impedir separagao de fase liquida-liquida na solu-
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cao de proteina em uma temperatura desejada inclui fornecer a proteina em
uma primeira solugao de proteina em uma primeira concentragao, fornecer a
proteina em uma segunda solu¢ao de proteina em uma segunda concentra-
cao, e fornecer a proteina em uma terceira solugéo de proteina a uma tercei-
ra concentracido, em que as primeira, segunda, e terceira solugbes de prote-
ina estdo em uma temperatura na qual as primeira, segunda, e terceira solu-
¢bes nao exibem separagao de fase liquida-liquida. Os métodos tambeém
compreendem esfriar as primeira, segunda, e terceira solugbes na tempera-
tura de ponto de nuvem das primeira, segunda, e terceira solugées, e cons-
truir uma curva de separacao de fase para representar em grafico as tempe-
raturas de ponto de nuvem das primeira, segunda, e terceira solugdes de
proteina contra as primeira, segunda, e terceira concentragbes. Uma con-
centracao que esta fora da curva de separacao de fase na temperatura de-
sejada é determinada para ser a concentragéo na qual para reformular a pro-
teina na solugao de proteina a fim de reduzir ou impedir separagao de fase
liquida-liquida na solugao de proteina na temperatura desejada.

Em outro aspecto da invencgéo, os métodos para formular uma
proteina em uma solugdo de proteina em que a solugdo de proteina nao exi-
be separacdo de fase liquida-liquida em uma temperatura desejada incluem
formular a proteina na solugdo de proteina a uma concentragéo que esta
fora de uma curva de separacgio de fase para a solucdo de proteina na tem-
peratura desejada.

Em ainda outro aspecto da invengao, os métodos para reformu-
lar uma proteina em uma solugao de proteina que exibe separacao de fase
liguida-liquida em uma temperatura desejada em que a solugao de proteina
reformulada n3o exibe separacéo de fase liquida-liquida na temperatura de-
sejada incluem submeter a solugao de proteina que exibe separagéo de fase
liquida-liquida sofrer separacgao de fase liquida-liquida em uma fase superior
e uma liquida inferior. A concentracdo das fases superior e inferior da solu-
cao de proteina é depois medida. A proteina é reformulada em uma solugao
em uma concentracdo que & mais alta que a concentragéo da fase inferior

da solugédo de proteina. Isto reduz ou impede a separagao de fase liquida-
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liquida na solucéao de proteina reformulada na temperatura desejada.

Em ainda um outro aspecto da invencao, os métodos para for-
mular uma proteina em uma solugao de proteina de forma que a solugao de
proteina ndo exibe separacado de fase liquida-liquida a uma concentracao
desejada incluem armazenar a solugao de proteina em uma temperatura que
€ acima da temperatura na qual separagado de fase liquida-liquida ocorre e
que esta fora de uma curva de separagao de fase para a solugéo de protei-
na.

Em outro aspecto da invengao, os métodos para obter uma solu-
c¢ao de proteina que nao exibe separacao de fase liquida-liquida em uma
temperatura desejada de uma solugio de proteina que exibe separacao de
fase liquida-liquida na temperatura desejada incluem permitir a solugcéo de
proteina que exibe separagdo de fase liquida-liquida sofrer separacdo em
fases superior e inferior na temperatura desejada. A fase inferior da solucao
de proteina é removida. Esta fase inferior & uma solugéo de proteina que
nao exibe separacgao de fase liquida-liquida na temperatura desejada.

A invencao também fornece métodos para obter uma solugao de
proteina de concentragdo mais alta de uma solugao de proteina de concen-
tracdo mais baixa que exibe separagao de fase liquida-liquida. Os métodos
em geral compreendem permitir a solugéo de proteina original separar em
fases superior e inferior, e separar a fase inferior da fase superior. A fase
inferior & uma solugao de proteina tendo uma concentragéo mais alta da pro-
teina que a solucgao de proteina de concentragao mais baixa.

Em outro aspecto da invengao, um método para concentrar uma
proteina em uma solugdo desejada inclui formular a proteina em qualquer
solugdo, em que a solugdo de proteina exibe separacéo de fase liquida-
liquida. Separacao de fase liquida-liquida é facilitada na solugao de proteina,
assim formando uma fase superior e inferior na solugao de proteina. A fase
inferior € separada da fase superior. Esta fase inferior tem uma concentra-
¢cao mais alta da proteina que a solugéo de proteina original. Uma troca de
tampao é depois conduzida para transferir a proteina da solugéo de proteina

e para dentro da solugao desejada.
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"Proteina" como aqui usado inclui proteinas, peptideos, fragmen-
tos de proteina, proteinas conjugadas, e polipeptideos contendo aminoaci-
dos de ocorréncia nao-natural. Uma proteina de acordo com a invengéo po-
de ser um receptor, um ligante, um fator de transcricdo, uma enzima, um
fator de coagulacao, uma proteina de sinalizagao, e um anticorpo. Proteinas
podem também ser um anticorpo policlonal ou um fragmento de ligacéo de
antigeno do mesmo, ou um anticorpo monoclonal ou um fragmento de liga-
cdo de antigeno do mesmo.

A temperatura desejada para uma solucéo de proteina pode ser
a temperatura na qual a solugéo de proteina é para ser processada, fabrica-
da, armazenada, ou administrada. Além disso, separagdo de fase liquida-
liquida pode ser alcangada mediante separagéo por gravidade ou centrifuga-
¢cao.

A menos que do contrario definido, todos termos técnicos e cien-
tificos aqui usados tém o mesmo significado que comumente entendido por
alguém versado na técnica ao qual esta invengao pertence. Embora meto-
dos e materiais similares ou equivalentes aos descritos aqui possam ser u-
sados na pratica ou testagem da presente invengdo, métodos e materiais
adequados sao descritos abaixo. Todas as publica¢des, pedidos de patente,
patentes, e outras referéncias mencionadas aqui s&o incorporados por refe-
réncia em sua totalidade. Além disso, os materiais, métodos, e exemplos sao
ilustrativos apenas e nao intencionados ser limitativos.

Outras caracteristicas e vantagens da invengao seréo evidentes
dos desenhos, descricdo detalhada, e das reivindicagdes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 & um grafico que descreve a relagéao inversa entre a

solubilidade relativa de uma proteina quando medida por precipitagdo de
PEG e a opalescéncia quando medida por absorbancia a 500 nm. Todas as
proteinas neste experimento foram formuladas a 90 mg/ml em 10 mM de
Histidina em pH 6,0.

Figura 2 é uma ilustragdo do fenémeno de separagéo de fase

liquida-liquida usando o anticorpo de anti-A1 (70 mg/ml em 10 mM Tris pH
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8,0 a 5°C) e anticorpo monoclonal de anti-B1 (50 mg/mi em 20 mM tamp&o
de succinato pH 6,0 a 5°C). Separacgao de fase liquida-liquida & observada
nos tubos na esquerda.

Figura 3 & uma representacdo esquematica do procedimento
experimental envolvido no método de extingdo de temperatura para construir
um diagrama de fase para anticorpo de anti-A1 formulado a 70 mg/mi em 10
mM Tris pH 8.

Figura 4 € um diagrama de fase para anticorpo de anti-A1 formu-
lado a 70 mg/ml em 10 mM Tris pH 8 que foi construido usando o método de
extingcdo de temperatura. A regido que é considerada "além ou fora do" dia-
grama de fase encontra-se sombreada com linhas obliquas. A regido consi-
derada estar "dentro ou sob" o diagrama de fase encontra-se preenchida.

Figura 5 € um diagrama de fase para anticorpo de anti-A1 que
foi construido usando o método de ponto de nuvem. A regido que & conside-
rada "além ou fora do" diagrama de fase encontra-se sombreada com linhas
obliquas. A regido considerada esta "dentro ou sob" o diagrama de fase en-
contra-se preenchida.

Figura 6 fornece uma correlagado de um diagrama de fase com a
aparéncia de quatro formulagbes de anticorpo de anti-A1 formuladas em
concentracdes diferentes em 10 mM Tris pH 8 em uma temperatura fixa de
10°C. As concentragcbes de limite de fase inferior e superior a 10°C estao
indicadas no diagrama por asteriscos. Esta figura mostra que as formulagées
de proteina formulada usando concentragées "fora ou além do" diagrama de
fase sao claras, enquanto que as formulagbes tendo concentragdes que ca-
em "dentro ou no" diagrama de fase sao opalescentes.

Figura 7 fornece uma comparag¢do da concentragéo de excipien-
tes nas fases superior e inferior de uma formulagéo de anticorpo de anti-A1
formulada a 59 mg/ml em 10 mM Tris pH 8,0 que sofreu separagao de fase
liquida-liquida. A amostra "pos-didlise" corresponde a formulagéao de protei-
na antes da separacgao de fase liquida-liquida.

Figura 8 fornece uma comparagdo do tamanho (SEC-HPLC) e

carga (CEX-HPLC) das proteinas na fase superior e inferior de uma formula-
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cao de anticorpo de anti-A1 formulada a 59 mg/ml em 10 mM Tris pH 8,0
que sofreu separagéao de fase liquida-liquida.

Figura 9 fornece uma comparacdo da estrutura secundaria de
anti-A1 nas fases superior e inferior de uma formulagéo de anticorpo de anti-
A1 formulada a 59 mg/ml em 10 mM Tris pH 8,0 que sofreu separagao de
fase liquida-liquida, usando espectro de amida | de FTIR.

Figura 10 fornece uma comparagédo da estrutura terciaria das
proteinas nas fases superior e inferior de uma formulagao de anticorpo de
anti-A1 formulada a 59 mg/ml em 10 mM Tris pH 8,0 que sofreu separagao
de fase liquida-liquida, usando fluorescéncia com uma cubeta de angulo de
45°,

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Ha uma demanda crescente para alcangar concentragdes de

proteina altas para terapéuticas com base em proteina. Porém, por causa do
fenémeno de separacéo de fase liquida-liquida em certas solugbes de prote-
ina formuladas em concentragdes de proteina altas, opalescéncia (isto &,
nebulosidade da solugdo de proteina) € um problema principal para os for-
muladores de proteina. Métodos descritos aqui fornecem processos novos
para formular proteinas em concentragées altas reduzindo ou impedindo a
separacao de fase liquida-liquida em uma temperatura desejada. Desse mo-
do, estes métodos rendem solugdes de proteina tendo opalescéncia reduzi-
da. Os métodos descritos aqui usam separagao de fase liquida-liquida e/ou
diagramas de fase para determinar as concentragdes que sdo adequadas
para formular uma proteina em um tampao/solugéo de interesse, para o uso
em uma temperatura desejada de modo que as solugbes de concentragao
de proteina altas resultantes tenham separagao de fase liquida-liquida redu-
zida e sejam visivelmente claras. Os métodos descritos aqui também utili-
zam separagao de fase liquida-liquida e curvas de separagéo de fase para
determinar as temperaturas que sao adequadas para formular uma proteina
em um tampao/solugéo de interesse, para uso em uma concentragéo fixa de
modo que as solugdes de proteina resultantes tenham separagéo de fase

liquida-liquida reduzida e sejam visivelmente claras. Além disso, a invengao
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fornece métodos para concentrar solugées de proteina, e purificar proteinas.
RELACAO ENTRE SOLUBILIDADE E OPALESCENCIA
A solubilidade de uma proteina, em uma solugdo de proteina,

esta relacionada a opalescéncia da solugao de proteina. Por "opalescéncia”
é significado uma nebulosidade ou turvacdo detectavel de uma solugéo de
proteina. Foi descoberto pelos inventores que uma relagdo inversa existe
entre solubilidade e opalescéncia, especialmente em concentracdes de pro-
teina altas. Mais especificamente, solubilidade diminuida de uma proteina
em uma solucéao de proteina correlata com opalescéncia aumentada da so-
lucdo de proteina em concentragdes altas da proteina na solugédo de protei-
na. Esta informacao é util para um formulador em determinar como formular
uma proteina em concentragao alta. Por "concentragéo alta" €& significado
uma concentragdo de proteina maior que cerca de 50 mg/ml (por exemplo,
50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/mi, 300 mg/ml, 400 mg/mi, 500
mg/ml, e assim por diante). Como usado ao longo deste pedido de patente, o
termo "cerca de" significa um valor numeral que é por volta de + 20% do va-
lor citado. Se uma solugao de proteina particular estiver turva, o formulador
pode depois encontrar métodos alternativos para formular a proteina a fim
de reduzir ou impedir a nebulosidade da solugdo de proteina. Por exemplo, a
solubilidade de uma proteina de interesse em concentragdes altas pode ser
testada em varios tampdes/solugdes para determinar a solubilidade da prote-
ina naquele tamp&o. Se a solubilidade for baixa em um tampao/solugao par-
ticular, & provavel que a solugdo de proteina sera opalescente. Consequen-
temente, o formulador pode selecionar um tampao/solugéo diferente na qual
a proteina em concentragées altas € mais soluvel, assim permitindo o formu-
lador alcangar uma formulagéo de proteina clara.

Métodos de determinar a solubilidade de uma proteina em uma
solucdo de proteina sdo bem conhecidos na técnica. Pedido de Patente Pro-
visorio U. S. N° 60/801.862, incorporado por referéncia aqui, descreve um
método novo de prognosticar a solubilidade relativa de uma proteina usando
precipitagao de polietileno glicol.

Opalescéncia pode em geral ser determinada através de visuali-
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zacao simples por olho (isto €, se uma solugao for turva ou tarbida), difracao
de luz em angulo reto, ou fluorescéncia. Em alguns casos, porém, a opales-
céncia nao é detectavel ao olho humano. Nestes casos, e em casos onde
uma leitura quantitativa for desejada, a opalescéncia pode ser determinada
usando métodos mais sensiveis tais como espectrofotometria por exemplo,
espectrofotometria automatizada usando um espectrofotdmetro de luz visivel
(com medicdes na faixa de 400-600 nm, por exemplo, 500 nm), ou meios
equivalentes para detectar absorbancia de luz das amostras. Outros meto-
dos para ensaiar opalescéncia incluem turbidimetria fotoelétrica (por exem-
plo, turbidimetria automatizada).

OPALESCENCIA E SEPARACAO DE FASE LIQUIDA-LIQUIDA

Separacao de fase liquida-liquida pode levar a opalescéncia de

uma solucao de proteina. Por "separagao de fase liquida-liquida”, também
conhecida como separacéo de fase binario-liquida e co-acervagéao, é signifi-
cado um fenémeno pelo qual uma solugdo de proteina separa-se em duas
fases liquidas coexistentes de concentragcdes de proteina desiguais em uma
temperatura menor que a temperatura critica para a separagéo de fase. Se-
paracao de fase liquida-liquida é usualmente observada em solugbes de pro-
teina tendo uma concentracao alta de proteina; tais solugdes de proteina
sao opalescentes.

Varios fatores desempenham um papel na separagao de fase
liquida-liquida. Estes incluem, mas nao séo limitados a, a temperatura da
solugdo de proteina, a concentragéao da(s) proteina(s) na solugao de protei-
na, pH da solugido ou tampéao, a resisténcia i6nica da solugao ou tampao, e a
autointeracao da proteina e propriedades de solubilidade. Com respeito a
temperatura, separaciao de fase liquida-liquida é observada quando a tem-
peratura da solugdo esta abaixo da temperatura critica para separagao de
fase. Por "temperatura critica para separagao de fase" é significado a tempe-
ratura na qual uma solugao de proteina tem o potencial para sofrer separa-
cao de fase liquida-liquida. Com respeito a concentragéo, as solugbes de
proteina de concentracéo alta também sao mais provaveis de exibir separa-

cao de fase. Com respeito ao pH, se o pH de uma solugéo de proteina for-
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mulada em uma concentracido de proteina alta estiver perto do ponto isoelé-
trico da proteina (pl), a separacao de fase liquida-liquida é provavel de ocor-
rer na solucao de proteina. Por fim, a resisténcia ibnica aumentada em uma
solugado de proteina formulada em uma concentracéo de proteina alta favo-
rece a separacao de fase liquida-liquida.

Separacgao de fase liquida-liquida pode ser facilitada misturando
uma solugcéo de proteina de concentragado alta e permitindo a solugao de
proteina repousar. Separagao de gravidade leva a separacao de uma fase
liquida superior e uma fase liquida inferior separada por um menisco estrei-
to. Além da separagao por gravidade, um método alternativo para facilitar a
separacao das duas fases €& centrifugacao (por exemplo, em 4.000 Xg). Ve-
locidade de sedimentagdo é maior em temperatura mais baixa devido a uma
diferenga maior na densidade para a mesma solugdo de proteina, entre as
duas fases. A fase inferior pode ser separada da fase superior por quaisquer
meios conhecidos ao artesdao normalmente versado, por exemplo, usando
uma pipeta de Pasteur.

A fase superior e a fase inferior de uma solugéo de proteina que
sofreu separacéo de fase liquida-liquida tém concentragdes de proteina dife-
rentes. A fase inferior tem uma concentragcdo de proteina mais alta que a
fase superior. A concentragao de proteina na fase superior e inferior pode
ser determinada por qualquer método conhecido na técnica, incluindo, mas
nao limitado a, medi¢cao da absorbancia de UV intrinseca da proteina (a 280
nm), ensaio de Lowry, ensaio de cobre/bicinconinico de Smith, e ensaio de
tintura de Bradford.

Para determinar se uma proteina desconhecida quando formula-
da em uma concentracdo alta especifica em um tampéao/solu¢éo de escolha
em uma temperatura desejada sofrera separacao de fase liquida-liquida, a
proteina & formulada na concentragé'o especifica no tampao/solucéo deseja-
da, misturada e incubada na temperatura desejada. Se a solugéo de protei-
na misturada estiver turva, € uma primeira indicagdo que separacao de fase
liquida-liquida & provavel de ocorrer. Claro que, separagéo por gravidade ou

centrifugacéo serao facilmente evidentes se a solugao de proteina separar
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em fases liquidas superior e inferior.
CONSTRUCAO DE UM DIAGRAMA DE FASE
Se uma solucdo de proteina sofrer separacéo de fase liquida-

liquida em um tampao/solugdo desejada em uma temperatura desejada, €
necessario encontrar métodos para evitar este fendmeno. Isto & especial-
mente importante para formulagées farmacéuticas visto que a separacéo de
fase liquida-liquida cria solugdes ndo-homogéneas que sdao também turvas
na aparéncia. Os métodos descritos aqui fornecem uma solucéo para este
problema. Em algumas modalidades, estes métodos relacionam ao uso de
um diagrama de fase.

No contexto do pedido de patente imediato, um diagrama de fa-
se, também conhecido como uma curva de separagao de fase ou uma curva
de coexisténcia, € um mapa que indica o comportamento da fase (isto &, se
uma solucdo de proteina existe em uma fase ou duas fases) como uma fun-
céo da concentragdo de uma proteina em uma solugéo de proteina, e a tem-
peratura da solugado de proteina. O diagrama de fase especifica as duas
concentracdes das fases liquidas que coexistem em equilibrio em uma tem-
peratura dada. Diagramas de fase sdo usualmente alcangados por um dos
dois métodos: (i) o método de extingdo de temperatura, ou (ii) o0 método de
temperatura de ponto de nuvem.

METODO DE EXTINCAO DE TEMPERATURA

Em um exemplo nao-limitativo deste método para construir um

diagrama de fase, varias amostras de uma solugéo de proteina contendo a
mesma concentragéo alta de uma proteina (por exemplo, cerca de 50-100
mg/ml) sdo esfriadas de uma temperatura na qual a solugéo de proteina nao
exibe separacdo de fase liquida-liquida para diminuir as temperaturas. A
temperatura na qual a solugao de proteina nao exibe separagao de fase li-
quida-liquida pode ser determinada empiricamente. Usualmente, quanto
mais alta a temperatura, menor a chance de uma solugdo de proteina exibir
separacgdo de fase liquida-liquida. Tipicamente, pode-se iniciar em tempera-
tura ambiente, e se separacao de fase for observada para a solugéao de pro-

teina de interesse naquela temperatura, pode-se mover para temperaturas



10

15

20

25

30

14

mais altas. Uma vez a temperatura na qual separagao de fase nao é obser-
vada ocorrer é identificada, todas as solugdes de proteina sao trazidas para
aquela temperatura de suas temperaturas existentes. Estas amostras sao
depois esfriada para varias temperaturas inferiores diferentes nas quais se-
paragdo de fase liquida-liquida ocorre. As amostras podem ser incubadas
em uma camara de temperatura controlada durante cerca de 30 minutos e
depois visualmente verificadas se a solugéo esta turva ou clara. As amostras
turvas sao depois deixadas equilibrar em fases superior e inferior mediante
separacdo por gravidade ou centrifugagdo. As aliquotas das amostras das
fases superior e inferior de cada solugéo de proteina s&o tiradas e a concen-
tragdo de proteina nestas amostras sdo medidas. Um diagrama de fase €
construido para representar em grafico a concentragcéo das fases superior e
inferior de cada uma das solucdes de proteina na temperatura particular das
solugdes de proteina nas quais a solugéo exibe separagcao de fase liquida-
liquida. Tipicamente, a temperatura é representada em grafico no eixo geo-
métrico y e a concentragéo de proteina no eixo geomeétrico x. Uma ilustragcao
nao-limitativa deste método para construir um diagrama de fase é fornecida
no Exemplo 3.

METODO DE PONTO DE NUVEM

Em um exemplo ndo-limitativo deste método, uma ou mais solu-

¢coes de proteina de concentragéo de proteina conhecida e em uma tempe-
ratura na qual as solugdes de proteina ndo sao opalescentes séao colocadas
em um espectrofotémetro de difragado de luz e a temperatura é depois lenta-
mente diminuida. A temperatura na qual a solugéo de proteina ndo € mais
opalescente pode ser determinada empiricamente. Por exemplo, pode-se
iniciar em temperatura ambiente e pode mover para temperaturas mais altas,
conforme necessario, até que se obtenha uma solugédo que néo seja turva
em uma concentracao dado. A intensidade de difragéo de luz para as solu-
¢coes de proteina é monitorada em cada temperatura. O principio de separa-
cao de fase nas solugdes de proteina é detectado pelo desaparecimento do
feixe transmitido devido a multipla difragao extensiva do feixe incidente. Isto

corresponde a solugdo que se fica turva. A temperatura na qual separagao
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de fase comeca, e desse modo opalescéncia comeca € a temperatura de
ponto de nuvem, Thuem- A Thuem de cada solugao de proteina € depois re-
presentada em grafico contra a concentragdo daquela solugéao de proteina
para obter um diagrama de fase com base em temperatura de ponto de nu-
vem. Tipicamente, a temperatura é representada em grafico no eixo geome-
trico y e a concentragdo no eixo geométrico x. Uma ilustragéo nao-limitativa
deste método é fornecida no Exemplo 4.
INTERPRETANDO UM DIAGRAMA DE FASE

O diagrama de fase para separacao de fase liquida-liquida de

uma solucéo de proteina de concentracéo alta se assemelha a uma parabola
invertida. O membro ascendente e o membro descendente da curva vém
juntos no ponto mais superior na curva definindo a temperatura critica (Tc). A
temperatura critica representa a temperatura na qual separacéao de fase po-
de comecar a ocorrer desde que a concentragéo da proteina em uma solu-
cao de proteina esteja na faixa apropriada. Na regido fora da curva de sepa-
racdo de fase (isto &, fora da parabola invertida) a solugao de proteina € ho-
mogénea e em uma fase simples. Na regido sob a curva, ocorre separagao
de fase liquida-liquida, e sedimentagao da fase de densidade alta leva a se-
paracdo macroscopica em duas camadas transparentes com concentragao
de proteina alta na fase liquida do fundo e baixa concentragao de proteina
na fase liquida superior.
METODOS PARA DETERMINAR UMA CONCENTRACAO PARA FORMU-
LAR UMA SOLUCAO DE PROTEINA TENDO OPALESCENCIA REDUZIDA
O pedido de patente refere-se em parte aos métodos para de-

terminar uma concentragao na qual para reformular uma proteina em um
tampao/solugcdo em que a solugao de proteina resultante nao apresenta, ou
exibe, separacdo de fase liquida-liquida reduzida em uma(s) temperatura(s)
desejada(s). O pedido de patente também refere-se em parte aos métodos
para determinar uma concentragado na qual para formular uma proteina em
um tampao/solucéao de forma que a solugédo de proteina & substancialmente
clara (isto &, opalescéncia reduzida) em uma(s) temperatura(s) desejada(s).

Estes métodos sio Uteis em determinar uma concentragao nova na qual pa-
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ra reformular uma proteina em um tampao/solu¢do, quando a solugdo de
proteina originalmente formulada exibir separagcao de fase liquida-liquida em
uma(s) temperatura(s) desejada(s).

Em geral, estes métodos envolvem determinar uma concentra-
¢ao de uma proteina para formulagdo em uma tampao/solugéo, € para ser
uma concentragcdo que esteja fora do diagrama de fase para a solugao de
proteina em uma(s) temperatura(s) desejada(s). Se a solugéo de proteina for
formulada usando uma concentragdo de proteina que esteja fora e a es-
querda (solucao de proteina de concentracdo mais baixa), ou fora e a direita
da curva (solucao de proteina de concentracdo mais alta) em uma tempera-
tura desejada, a solugao de proteina nao exibird separagao de fase liquida-
liquida ou opalescéncia naquelas concentragdes na temperatura desejada.
Por "temperatura desejada" é significado a temperatura na qual a proteina
sera usada, manuseada ou armazenada. Exemplos nao-limitativos de uma
temperatura desejada incluem a temperatura na qual uma solugéo de protei-
na é ser fabricada, processada, armazenada, ou administrada a um sujeito.

Tipicamente quando formuladores formularem solugbes de pro-
teina de concentragdo de proteina crescente, eles ndo tentam aumentar a
concentracdo de uma solugdo de proteina além de uma concentragdo na
qual opalescéncia ou separagao de fase liquida-liquida comega. Aqui, os
inventores descobriram de modo surpreendente e inesperadamente que
contanto que a concentragao de proteina seja aumentada além ou fora do
diagrama de fase em uma temperatura desejada, a nebulosidade ou separa-
cao de fase liquida-liquida pode ser reduzida ou até mesmo desaparecida.
Esta € uma descoberta extremamente importante para formuladores que
tentam formular formulacdées de proteina de concentragdo alta (por exemplo,
anticorpo monoclonal) para uso em terapia.

Porém, ndo é necessario que um diagrama de fase seja prepa-
rado para a solugédo de proteina praticar os métodos descritos aqui, se for
conhecido a priori que uma solugao de proteina é necessaria em uma tem-
peratura desejada. Este método pode ser usado, por exemplo, quando um

formulador formula uma proteina em um tampao/solugao em uma certa con-



10

15

20

25

30

17

centracdo e descobre que a solugao formulada sofre separagao de fase li-
quida-liquida, ou fica opalescente, na temperatura desejada. Nesta circuns-
tancia, o formulador pode determinar as concentracdes da fase inferior e/ou
superior da solugdo de proteina que sofreu separacdo de fase liquida-
liquida. Para obter uma solugdo de proteina de concentragdo alta que nao
exibe separacao de fase na temperatura desejada, pode-se selecionar uma
concentragdo que seja maior que a concentragéo da fase inferior (isto €, a
fase tendo a concentragdo de proteina mais alta). Para obter uma solugao
de proteina de concentragao baixa que nao exiba separacgéao de fase liquida-
liquida na temperatura desejada, pode-se selecionar uma concentragao que
seja inferior que a concentragao da fase superior. Se estiver apenas interes-
sou em formular uma solucéo de proteina de concentracao alta, é suficiente
que a concentracdo da camada inferior da solugdo de proteina que sofreu
separacao de fase liquida-liquida seja medida. Se a proteina for formulada a
uma concentracdo mais alta que a concentragdo da camada inferior para o
uso na temperatura na qual a separagao de fase ocorreu, a formulagéo de
proteina resultante exibe separagao de fase liquida-liquida reduzida ou ne-
nhuma e ficara substancialmente clara na temperatura desejada. Em certas
modalidades, a concentracao de proteina é selecionada para ser cerca de
0,5% a cerca de 5%, cerca de 5% a cerca de 10%, cerca de 10% a cerca de
20%, cerca de 20% a cerca de 30%, cerca de 30% a cerca de 40%, cerca de
5% a cerca de 20%, cerca de 5% a cerca de 30%, ou cerca de 5% a cerca
de 40% mais alta que a concentragao da proteina na fase inferior.

Em outro aspecto, os métodos referem-se em determinar uma
concentragdo na qual para reformular uma proteina em uma solugéo de pro-
teina construindo um diagrama de fase. O diagrama de fase pode ser prepa-
rado por qualquer método incluindo, mas nao limitado a, a método de extin-
cao de temperatura e o método de ponto de nuvem.

Se o método de extingao de temperatura for usado para a cons-
trucao de um diagrama de fase, pelo menos duas solugbes de proteina ten-
do a mesma concentragdo de proteina e que sofrem separagéo de fase em

duas temperaturas diferentes sdo usadas. Em algumas modalidades, pelo
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menos trés solucdes de proteina tendo a mesma concentragéo de proteina e
que sofrem separagéo de fase em trés temperaturas diferentes sao usadas.
Em outras modalidades, pelo menos quatro solugdes de proteina tendo a
mesma concentracio de proteina e que sofrem separacédo de fase em qua-
tro temperaturas diferentes sao usadas. Em ainda outras modalidades, pelo
menos cinco solucdes de proteina tendo a mesma concentracéo de proteina
e que sofrem separagao de fase em cinco temperaturas diferentes sao usa-
das. Qualquer variacdo do método de extingdo de temperatura descrito aci-
ma pode ser usada para a construgdo do diagrama de fase para as solugoes
de proteina.

Se o0 método de ponto de nuvem for usado para a construgéo de

-.um diagrama de fase, pelo menos duas solugdes de proteina tendo concen-

tracdes de proteina diferentes da mesma proteina sdo usadas. Em algumas
modalidades, pelo menos trés solugdes de proteina tendo concentragbes de
proteina diferentes da mesma proteina sao usadas. Em outras modalidades,
pelo menos quatro solugdes de proteina tendo concentragbes de proteina
diferentes da mesma proteina sao usadas. Em ainda outras modalidades,
pelo menos cinco solugdes de proteina tendo concentragbes de proteina
diferentes da mesma proteina sdo usadas.

Independente do método usado, o diagrama de fase permitira
para o formulador selecionar uma concentragdo de proteina na qual uma
solucao de proteina tera uma probabilidade reduzida de exibir separagao de
fase liquida-liquida em uma temperatura desejada ou faixa de temperaturas.
Especificamente, o formulador olhara a temperatura ou faixa de temperatu-
ras na qual a formulagao é para ser usada, armazenada, processada, e/ou
fabricada e com base naquela temperatura seleciona uma concentragao que
esteja fora do diagrama de fase para aquela temperatura. Em certas modali-
dades, a concentragdo de proteina é selecionada para ser cerca de 0,5% a
cerca de 5%, cerca de 5% a cerca de 10%, cerca de 10% a cerca de 20%,
cerca de 20% a cerca de 30%, cerca de 30% a cerca de 40%, cerca de 5% a
cerca de 20%, cerca de 5% a cerca de 30%, ou cerca de 5% a cerca de 40%

mais alta que a concentragdo mais alta da proteina na curva de separacgao
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de fase que corresponde a temperatura desejada (isto é, a concentracao de
limite de fase superior). Selecionando uma concentragcdo que esta fora do
diagrama de fase para varias temperaturas diferentes de interesse para uma
solucdo de proteina dada, pode-se formular uma proteina em um tam-
pao/solucao que nao exibe separagdo de fase liquida-liquida para aquela
faixa de temperaturas. Isto & particularmente util onde uma solugao de prote-
ina dada necessita ser armazenada, usada, processada, ou fabricada em
temperaturas diferentes.

METODOS DE _FORMULAR SOLUCOES DE PROTEINA TENDO OPA-
LESCENCIA REDUZIDA

Os métodos descritos aqui sao Gteis para formular proteinas em

concentracdes altas em que a solugao de proteina resultante exibe opales-
céncia reduzida ou nenhuma. Em uma modalidade especifica, os métodos
sdo uteis em circunstancias onde uma proteina deve ser formulada em um
tampao/solucéao especifica e em que a proteina exibe separagédo de fase
liquida-liquida naquele tampao/solugdo em uma concentragéo especifica e
na temperatura desejada. Em outra modalidade especifica, os métodos do
pedido de patente presente sao uUteis onde é necessario reformular uma pro-
teina de um tampao/solucéo para outro tampao/solugéo, e em que a protei-
na quando formulada no tampao/solugdo nova exibe separacdo de fase li-
quida-liquida. Em tais casos, usando as concentragbes identificadas de um
diagrama de fase para as solugdes de proteina que mostram separagao de
fase liquida-liquida, pode-se formular uma proteina em um tampao/solugao
de modo que a solucao de proteina ndo exiba separagéo de fase liquida-
liquida em uma temperatura desejada.

Para formular proteinas em tampdes/solugbes em concentra-
cbes altas para o uso em uma temperatura fixa, & suficiente que a concen-
tracao de proteina esteja fora ou além da curva de separagdo de fase para
aquela solucdo de proteina na temperatura desejada. As proteinas podem
ser formuladas em qualquer concentragdo mais alta que a concentragao
mais alta na curva para a temperatura desejada. Em geral, as proteinas sao

formuladas a uma concentracdo que é entre cerca de 0,5% a cerca de 5%,
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cerca de 5% a cerca de 10%, cerca de 10% a cerca de 20%, cerca de 20% a
cerca de 30%, cerca de 30% a cerca de 40%, cerca de 5% a cerca de 20%,
cerca de 5% a cerca de 30%, ou cerca de 5% a cerca de 40% mais alta que
a concentracdo mais alta da proteina na curva de separagao de fase corres-
pondente na temperatura desejada (isto €, a concentragéo de limite de fase
superior).

Se a solucéao de proteina comeca a ficar viscosa ou mostra si-
nais de agregacdo, a medida que a concentragcdo da proteina em uma for-
mulagdo de proteina aumenta, qualquer método para reduzir viscosidade
e/ou reduzir agregagao pode ser empregado para reduzir a viscosidade e/ou
agregacéo da solugdo de proteina (por exemplo, Pedidos de Patente Provi-
sérios U. S. Nos. 60/752.660 e 60/784.130, ambos destes s&o incorporados
por referéncia aqui). Em algumas modalidades, para reduzir a viscosidade
de uma soiugao de proteina de concentragdo alta, pode-se adicionar entre
cerca de 0,5 mM a 25 mM de cloreto de calcio ou cloreto de magnésio (por
exemplo, cerca de 0,5 mM a cerca de 5 mM, cerca de 2 mM a cerca de 10
mM, cerca de 5 mM a cerca de 10 mM, cerca de 10 mM a cerca de 15 mM,
cerca de 15 mM a cerca de 20 mM, cerca de 13 mM a cerca de 25 mM) para
a formulacao de proteina. Em outras modalidades, para reduzir agregacao
de uma solugéo de proteina de concentragdo alta, pode-se adicionar entre
cerca de 1 mM a cerca de 145 mM de metionina (por exemplo, cerca de 1
mM a cerca de 5 mM, cerca de 5 mM a cerca de 10 mM, cerca de 10 mM a
cerca de 20 mM, cerca de 20 mM a cerca de 50 mM, cerca de 50 mM a cer-
ca de 100 mM, cerca de 100 mM a cerca de 140 mM). Em modalidades adi-
cionais, de cloreto de calcio/cloreto de magnésio e metionina podem ser adi-
cionados nas faixas definidas acima a uma formulagao de proteina de con-
centracao alta.

Para reformulagao de uma proteina em uma concentragéo fixa
em uma solucédo de proteina, a fim de reduzir ou impedir separagao de fase
liquida-liquida na solugédo de proteina, pode-se usar um diagrama de fase
novamente. Neste caso, aumentaria a temperatura para ficar acima da tem-

peratura mais alta no diagrama de fase que corresponde a concentragao
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desejada. Em certas modalidades, a temperatura € aumentada em cerca de
1°C, cerca de 2°C, cerca de 3°C, cerca de 4°C, cerca de 5°C, cerca de 6°C,
cerca de 7°C, cerca de 8°C, cerca de 9°C, cerca de 10°C, entre cerca de
0,5°C a cerca de 5°C, entre cerca de 0,5°C a cerca de 10°C, ou entre cerca
de 5°C a cerca de 10°C, acima da temperatura mais alta no diagrama de
fase que corresponde a concentragao desejada.

A invencao também refere-se a métodos de obter uma solugao
de proteina que nao apresente ou mostre separacao de fase liquida-liquida
reduzida de uma solugao de proteina que exibe separacao de fase liquida-
liquida. Método em geral envolve facilitar a separagao de fase liquida-liquida
da solugdo de proteina que exibe separagao de fase liquida-liquida e sepa-
rar a fase inferior da solucao de proteina. Separacao de fase liquida-liquida
pode ser facilitada, por exemplo, mediante separa¢ao por gravidade ou cen-
trifugacao. A fase inferior pode ser separada da fase superior por qualquer
método conhecido na técnica, incluindo usando uma pipeta de Pasteur. A
fase inferior da solugcao de proteina € uma solugéo de proteina que nao a-
presenta ou mostra separagao de fase liquida-liquida reduzida comparada a
solucao de proteina original.

METODOS DE CONCENTRAR PROTEINAS
O pedido de patente também refere-se aos métodos de concen-

trar proteinas. Em uma modalidade, um método de obter uma solugao de
proteina de concentragdo mais alta de uma solugao de proteina de concen-
tracdo mais baixa que exibe separagao de fase liquida-liquida é fornecido. O
meétodo envolve facilitar a separagao de fase liquida-liquida da solugéao de
proteina original e separar a fase inferior da fase superior. A fase inferior &
uma solucéo de proteina tendo uma concentragdo mais alta da proteina que
a solucao de proteina de concentragdo mais baixa original.

Este método pode ser adaptado para concentrar uma proteina
de uma solucdo de proteina de concentragdo mais baixa em um tam-
pao/solugdo completamente novo. O método compreende as etapas esbo-
cadas acima, mas também inclui uma etapa de troca de tampao para trans-

ferir a proteina para o tampao/solugao novo. Os métodos de conduzir troca
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de tampao podem ser executados usando qualquer método conhecido na
técnica, incluindo, mas nao limitado a, métodos com base em membrana tais
como dialise, ultrafiltracao, e diafiltragcao.

Se, sob concentragdo, a solugdo de proteina comegar a ficar
viscosa ou mostra sinais de agregacgao, quaisquer métodos para reduzir a
viscosidade e/ou reduzir a agregagao podem ser empregados para reduzir a
viscosidade e/ou agregacao da solugdo de proteina (por exemplo, Pedido de
Patente Provisorio U. S. Nos. 60/752.660 e 60/784.130). Em algumas moda-
lidades, para reduzir a viscosidade de uma solugao de proteina de concen-
tracao alta, pode-se adicionar entre cerca de 0,5 mM a 25 mM de cloreto de
calcio ou cloreto de magnésio (por exemplo, cerca de 0,5 mM a cerca de
5mM, cerca de 2 mM a cerca de 10 mM, cerca de 5 mM a cerca de 10 mM,
cerca de 10 mM a cerca de 15 mM, cerca de 15 mM a cerca de 20 mM, cer-
ca de 13 mM a cerca de 25 mM) para a formulagao de proteina. Em outras
modalidades, para reduzir a agregagao de uma solucéo de proteina de con-
centragao alta, pode-se adicionar entre cerca de 1 mM a cerca de 145 mM
de metionina (por exemplo, cerca de 1 mM a cerca de 5 mM, cerca de 5 mM
a cerca de 10 mM, cerca de 10 mM a cerca de 20 mM, cerca de 20 mM a
cerca de 50 mM, cerca de 50 mM a cerca de 100 mM, cerca de 100 mM a
cerca de 140 mM). Em modalidades adicionais, cloreto de célcio/cloreto de
magnésio e metionina podem ser adicionados nas faixas definidas acima a
uma formulacéo de proteina de concentragao alta. Métodos de medir visco-
sidade e agregacéo sao bem conhecidos a alguém de habilidade na técnica.
METODOS DE PURIFICAR PROTEINAS

Separacdo de fase liquida-liquida pode também ser utilizada

para purificar uma proteina desejada de uma mistura de outras proteinas.
Tal purificacdo é com base na escolha cuidadosa das condi¢des de separa-
cao de fase com base na proteina de interesse. Se a condigao de separagao
de fase escolhida (por exemplo, pH, resisténcia iénica) for unica para a pro-
teina de interesse, mas nao o resto da mistura de proteina da qual a protei-
na é para ser purificada, entdo apenas a proteina de interesse separara a

fase sob as condi¢gdes de separagao de fase escolhidas, e a camada do fun-
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do rica em proteina pode ser colhida como uma solugao de proteina pura.

Separagao de fase liquida-liquida é particularmente atil para pu-
rificar anticorpos ou fragmentos de ligagao de antigeno dos mesmos. Isto &
porque ao contrario da maioria das proteinas tendo um ponto isoelétrico (pl)
de menos que 7 (frequentemente muito inferior que 7), a maioria dos anti-
corpos tem um pl de entre cerca de 8 e 9. Por causa destes pls altos, os an-
ticorpos podem ser separados em fase de outras proteinas usando um tam-
pao tendo um pH que esteja perto de seu pl. Desse modo, os anticorpos se-
rao encontrados em concentragbes altas na camada inferior enquanto as
proteinas restantes estardao na camada superior. Por exemplo, no processo
de purificar anticorpo de anti-A1, a solugédo de proteina contendo anti-A1 e
outras proteinas dos restos das células e meios de cultura pode ter o tampéao
trocado para um tampao de pH 8,0, que é a condigao de separacao de fase
otima para o anticorpo de anti-A1. Sob estas condi¢bes, anti-A1 se deposita-
rd4 em duas fases e a camada de concentragao alta do fundo pode ser colhi-
da como anticorpo de anti-A1 purificado.

Claro que, que os procedimentos acima para purificagdo podem
também ser usados para proteinas, diferente dos anticorpos, que tém pontos
isoelétricos altos.

Se uma condigao de tampéao puder causar mais que uma protei-
na a sofrer separagao de fase em um tampao tendo um pH de cerca de 8-
10, entdo é possivel purificar duas ou mais proteinas simultaneamente de
uma mistura de outras proteinas. Até mesmo se apenas uma proteina sim-
ples for desejada, este procedimento fornecera uma proteina que é purifica-
da mais que a mistura de proteina original. Como observado acima, separa-
cao de fase liquida-liquida pode ser alcangada por gravidade ou pode ser
facilitada através de centrifugacao.

PROTEINAS
Os métodos descritos aqui sdo em geral Gteis para qualquer pro-

teina. "Proteina" como aqui usado inclui proteinas, peptideos, fragmentos de
proteina, proteinas conjugadas, e polipeptideos contendo aminoacidos de

ocorréncia nao-natural. As proteinas podem ser obtidas de qualquer fonte,
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por exemplo, proteinas recombinantes segregadas, proteinas isoladas de
fontes naturais, proteinas recombinantes nao-segregadas, ou proteinas sin-
téticas. Em certas modalidades, as proteinas incluem, mas nao sao limitadas
a, anticorpos, fragmentos de anticorpo de ligagao de antigeno, moléculas de
ligacao de ligante, receptores soluveis, ligantes, fatores de coagulagao, pro-
teinas de sinalizacéo, e fatores de transcri¢ao.

O termo "anticorpo”, como aqui usado, inclui anticorpos policlo-
nais, anticorpos monoclonais, composicdes de anticorpo com especificida-
des de polipeptideo, anticorpos biespecificos, diacorpos, ou outras prepara-
cbes purificadas de anticorpos e anticorpos recombinantes. Os anticorpos
podem ser anticorpos inteiros, por exemplo, de qualquer isétipo (IgG, IgA,
IgE, IgM, etc.), ou fragmentos dos mesmos, que ligam a proteina de interes-
se. Anticorpos podem ser fragmentados usando técnicas convencionais e os
fragmentos triados para ligar ao antigeno de interesse. Preferivelmente, um
fragmento de anticorpo compreende a regido de ligagao de antigeno e/ou
variavel de um anticorpo intacto. Desse modo, o termo fragmento de anticor-
po inclui segmentos de porgdes proteoliticamente clivadas ou recombinan-
temente preparadas de uma molécula de anticorpo da qual € capaz de sele-
tivamente ligar uma certa proteina. Exemplos nao-limitativos de tais frag-
mentos proteoliticos e/ou recombinantes incluem Fab, F(ab’);, Fab’, Fv, e
anticorpos de cadeia simples (scFv) contendo um dominio V[L] e/ou V[H]
unido por um ligador de peptideo. O scFv pode ser covalente ou nao-
covalentemente ligado para formar anticorpos tendo dois ou mais sitios de
ligacao.

Em algumas modalidades o anticorpo € um anticorpo monoclo-
nal humanizado. O termo "anticorpo monoclonal humanizado”, como aqui
usado, € um anticorpo monoclonal de uma fonte nao-humana (recipiente)
que foi alterado para conter pelo menos um ou mais dos residuos de amino-
acido encontrados no anticorpo monoclonal humano equivalente (doador).
Um "anticorpo monoclonal completamente humanizado” € um anticorpo mo-
noclonal que foi alterado para conter todos os residuos de aminoacido en-

contrados na regido de ligagao de antigeno do anticorpo monoclonal huma-
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no equivalente. Anticorpos humanizados podem também compreender resi-
duos que nao sao encontrados ou no anticorpo recipiente ou no anticorpo
doador. Estas modificacbes podem ser feitas também para refinar e otimizar
a funcionalidade do anticorpo. O anticorpo humanizado pode também opcio-
nalmente compreender pelo menos uma por¢cdo de uma regido constante de
imunoglobulina humana (Fc).

Em certas modalidades, a proteina a ser formulada, concentrada
e/ou purificada nao inclui lizozima, y-cristalinas, B-lactoglobulina, taumatina,
concanavalina A, e catalase.

Concentracbes de proteina adequadas para o uso nos métodos
descritos aqui incluem, mas nao sao limitados a, 5 mg/ml a cerca de 50
mg/ml, cerca de 50 mg/ml a cerca de 100 mg/ml, cerca de 100 mg/ml a cer-
ca de 200 mg/ml, cerca de 200 mg/ml a cerca de 300 mg/ml, e cerca de 300
mg/ml a cerca de 500 mg/ml.

EXEMPLOS

A invencao é também ilustrada pelos exemplos a seguir. Os e-
xemplos s&o providos para propositos ilustrativos apenas. Eles nao serao
interpretados como limitando o escopo ou conteiudo da invengéo de forma
alguma.

EXEMPLO 1
DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE SOLUBILIDADE E OPALESCEN-
CIA

Para testar se uma relacado existe entre solubilidade e opales-
céncia, 11 anticorpos monoclonais diferentes formulados a 90 mg/ml em 10
mM Histidina pH 6,0 foram estudados. Estas solugées de anticorpo foram
testadas para solubilidade e opalescéncia. Solubilidade foi avaliada atraves
de precipitagdo de PEG como descrito no Pedido de Patente Provisorio U. S.
N° 60/801.862. Opalescéncia foi medida medindo a absorbancia da solugao
de anticorpo a 500 nm. Os dados destes estudos que s&o mostrados na Fi-
gura 1 indicam que quanto mais baixa a solubilidade da proteina, maior a

opalescéncia da solucéo de proteina.
Desse modo, ha uma relagao inversa entre solubilidade e opa-
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lescéncia em concentragdes de proteina altas.
EXEMPLO 2
SEPARACAO DE FASE LIQUIDA-LIQUIDA
Anticorpo monoclonal de anti-A1 foi formulado em 70 mg/ml em

10 mM Tris pH 8,0 a 5°C. O pH desta solugao de proteina esta perto do pl
do anticorpo. Quando a solucao de proteina foi misturada ela pareceu turva;
porém, quando foi deixada repousar, a separacao de fase liquida-liquida o-
correu, resultando em uma fase superior e inferior (vide, Figura 2, painel su-
perior).

Anticorpo monoclonal de anti-B1 foi formulado a 50 mg/ml em 20
mM succinato pH 6,0 a 5°C. Quando esta solugao foi misturada, a solugéo
ficou turva; porém, quando foi permitida repousar, separagao de fase liquida-
liquida ocorreu, resultando em uma fase superior e inferior (vide, Figura 2,
painel de fundo).

Um fendémeno de separacao de fase liquida-liquida similar foi
observado quando um anticorpo de anti-C1 formulado a 90 mg/ml em 10 mM
Tris pH 9.0 a 5°C foi misturado e deixado repousar (dados n&o mostrados).

Desse modo, separacgao de fase liquida-liquida & observada em
varias proteinas em concentragao alta. As propriedades de pH, resisténcia
idnica e de solubilidade podem contribuir para a separagao de fase observa-
da. Como visto neste exemplo, solugdes de proteina que exibem separagao
de fase liquida-liquida sao opalescentes.
EXEMPLO 3
CONSTRUCAO DE UM DIAGRAMA DE FASE PARA UMA SOLUCAO DE
PROTEINA DE ANTI-A1 PELO METODO DE EXTINCAO DE TEMPERA-
TURA

Cinco amostras de anticorpo de anti-A1 monoclonal, cada uma
destas foi formulada a 70 mg/ml em 10 mM Tris pH 8,0, foram esfriadas de
temperatura ambiente para 16°C, 15°C, 10°C, 5°C, e 0°C, respectivamente,
e deixadas sofrer uma separacao dirigida por gravidade macroscépica até
que duas camadas liquidas claras fossem alcangadas através de sedimen-

tacao por gravidade. Aliquotas das camadas superior e inferior foram isola-
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das de cada amostra, e a concentragao de cada camada foi medida por es-
pectroscopia UV-vis (280 nm). A concentragdo das camadas superior e infe-
rior foi representada em grafico contra a temperatura da solugao de proteina
para obter um diagrama de fase (vide, Figura 4).

Solugcao de proteina de anti-A1 sofreu uma separacgao de fase
liquida-liquida quando esfriada para uma temperatura critica neste tampao.
Na regidao sob a curva, separacao de fase liquida-liquida ocorre, e a sedi-
mentacio da fase de alta densidade leva a separagdo macroscopica em du-
as camadas transparentes, com fase de concentracao de proteina alta ao
fundo e fase de concentragcdo de proteina baixa no topo. As duas fases li-
quidas com concentragdes de proteina diferentes coexistem em equilibrio
em uma temperatura dada.
EXEMPLO 4
CONSTRUCAO DE UM DIAGRAMA DE FASE PARA UMA SOLUCAO DE
PROTEINA DE ANTI-A1 PELO METODO DE PONTO DE NUVEM

Quatro amostras de anticorpo de anti-A1 formuladas a 200

mg/ml, 50 mg/mi, 30 mg/ml e 10 mg/ml em 10 mM Tris pH 8,0 foram prepa-
radas. Estas quatro solugbes foram colocadas em um espectrofotdmetro de
difracao de luz a 30°C. Nesta temperatura, todas estas solugdes ficaram cla-
ras. Quando estas solucdes foram lentamente esfriadas, a separagdo de
fase comegou em cada solugdo em uma temperatura particular (Tauem). Este
fendémeno foi marcado pelo desaparecimento do feixe transmitido devido a
multipla difragcao extensiva do feixe incidente. Abaixo desta temperatura de
Tnuvem, @ solucéo ficou opaca. Para cada uma das solugbes, a temperatura
de ponto de nuvem foi representada em grafico contra a concentragéo da
solucdo de proteina para alcangar um diagrama de fase para a solugao de
proteina.

E notavel que tanto o método de extingdo de temperatura (E-
xemplo 3) quanto o método de ponto de nuvem de construir diagramas de
fase parecem dar resultados substancialmente similares.

EXEMPLO 5
PROGNOSTICANDO OPALESCENCIA USANDO UM DIAGRAMA DE FASE
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Para determinar se um diagrama de fase pode ser usado para
determinar se uma solugao de proteina dada é opalescente (isto é, turva) ou
clara, quatro amostras de solugdo de proteina de anti-A1 diferentes foram
preparadas em concentragées diferentes em 10 mM Tris pH 8,0 (isto &, a
mesma proteina e tampao usados nos experimentos para criar o diagrama
de fase) que caem em regides diferentes do diagrama de fase (isto &, dentro
ou fora da curva de separacgao de fase).

Como mostrado na Figura 5, o diagrama de fase correlata bem
com a ocorréncia de opalescéncia. A solucao de proteina fica clara e perma-
nece em uma fase simples fora da curva de separacdo de fase, mas volta
ficar turvar e separa-se em duas camadas sob separagao por gravidade sob
a curva de separacao de fase. O diagrama de fase demonstra que em uma
temperatura fixa de 10°C, a solugao de anti-A1 comega a ficar opaca a me-
dida que a concentragéo alcan¢a acima de 18 mg/ml, mas inesperadamente
clareia a medida que a concentragdo continua aumentando acima de 180
mg/ml.

Portanto, para uma solugdo de proteina tendo uma tendéncia
para opalescéncia devido a separagéo de fase liquida-liquida, uma solugéao
clara em concentragido de proteina alta a uma certa temperatura € alcanga-
vel contanto que a concentracdo esteja além da curva de separacéo de fase.
EXEMPLO 6
ANALISE DAS PROPRIEDADES DAS FASES SUPERIOR E INFERIOR DE
UMA SEPARACAO DE FASE LIQUIDA-LIQUIDA

Anti-A1 formulado a 59 mg/ml em 10 mM Tris pH 8,0 foi deixado

sofrer separacéo de fase liquida-liquida, e as aliquotas das fases superior e
inferior foram isoladas e usadas para analisar as propriedades a seguir: (i)
componentes de tampéao, (ii) espécies de peso molecular alto, (iii) espécies
acidicas, (iv) estrutura secundaria, e (v) a estrutura terciaria das proteinas
em ambas as fases.

Uma analise dos componentes de tampé&o indicou que a concen-
tracdo de Tris e o ion de cloreto em ambas as fases foi substancialmente

idéntica (vide. Figura 7).
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Uma analise das espécies de peso molecular alto através de
cromatografia liquida de desempenho alto-exclusao por tamanho nao indicou
nenhuma diferenga significativa na fase superior e inferior (vide, Figura 8,
painel superior).

Similarmente, uma analise das espécies acidicas através de
cromatografia liquida de desempenho alto-troca de cation em ambas as fa-
ses ndo mostrou nenhuma diferenca significativa (vide, Figura 8, painel infe-
rior).

A estrutura secundaria de anti-A1 de ambas as fases como ca-
racterizado por espectro de amida | de FTIR foi substancialmente similar (vi-
de, Figura 9).

Por fim, a estrutura terciaria de anti-A1 de ambas as fases como
caracterizado por fluorescéncia usando uma cubeta de angulo 45° também
nao mostrou nenhuma diferenca significativa (vide. Figura 10).

Considerados juntos, estes dados sugerem que a fase superior e

.inferior de uma solugéo de proteina que sofre separagéo de fase liquida-

liquida sao substancialmente similares. Desse modo, as diferencas em es-
trutura secundaria ou terciaria da proteina, propriedades fisicoquimicas ou
contetdo de excipiente ndo sdo a causa subjacente para separagao de fase
liquida-liquida.
OUTRAS MODALIDADES

E para ser entendido que embora a invencgéo tenha sido descrita

junto com a descricéo detalhada da mesma, a descrigéo anterior & intencio-
nada ilustrar e nao limitar o escopo da invengdo que é definido pelo escopo
das reivindicagdes em anexo. Outros aspectos, vantagens, e modificacoes

estdo dentro do escopo das reivindicagdes a seguir.
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REIVINDICAGOES

1. Método para determinar uma concentragaoc na qual para re-
formular uma proteina em uma solugao de proteina que exibe separacao de
fase liquida-liquida a fim de reduzir ou impedir separacao de fase liquida-
liquida da solugido de proteina em uma temperatura desejada, compreen-
dendo:

(a) permitir a solugdo de proteina que exibe separagao de fase
liquida-liquida sofrer separacao de fase liquida-liquida em uma fase liquida
superior e inferior;

(b) medir a concentragao da proteina na fase superior e inferior
da solugao de proteina que sofreu separagao de fase liquida-liquida; e

(c) selecionar uma concentragdo de proteina que € maior que a
concentracdo de proteina da fase inferior para reformular a proteina a fim de
reduzir ou impedir separagao de fase liquida-liquida na solugédo de proteina
na temperatura desejada.

2. Método para determinar uma concentracdo de proteina na
qual para reformular uma proteina em uma solugéo de proteina que exibe
separacao de fase liquida-liquida a fim de reduzir ou impedir separacao de
fase liquida-liquida da solugdo de proteina em uma temperatura desejada,
compreendendo:

(a) construir uma curva de separagéo de fase para a solugao de
proteina; e

(b) selecionar uma concentragdo que esta fora da curva de se-
paracdo de fase na temperatura desejada, em que uma concentragcao que
esta fora da curva de separacgao de fase na temperatura desejada € a con-
centragao na qual para reformular a proteina na solugéo de proteina a fim de
reduzir ou impedir separagdo de fase liquida-liquida na solugao de proteina
na temperatura desejada.

3. Método da reivindicagéo 2, em que a curva de separagao de
fase & construida pelo método de extingao de temperatura ou o método de
ponto de nuvem.

4. Método da reivindicagéao 2, em que a construgao da curva de
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separagao de fase para a solugéo de proteina compreende representar em
grafico a concentragao das duas fases liquidas coexistentes em equilibrio da
solucdo de proteina em pelo menos duas ou mais temperaturas diferentes
nas quais a solucio de proteina exibe separagao de fase liquida-liquida, em
que pelo menos uma das duas ou mais temperaturas diferentes € a tempera-
tura desejada.

5. Método para determinar uma concentragao na qual para re-
formular uma proteina em uma solugéo de proteina a fim de reduzir ou im-
pedir separacao de fase liquida-liquida na solugéo de proteina em uma tem-
peratura desejada, compreendendo:

(a) fornecer uma primeira solugdo de proteina tendo uma con-
centracdo de proteina e uma primeira temperatura na qual a primeira solu-
céo de proteina exibe separacéo de fase liquida-liquida;

(b) fornecer uma segunda solugéo de proteina na concentragéo
da primeira solugao de proteina e uma segunda temperatura na qual a se-
gunda solugao de proteina exibe separacéo de fase liquida-liquida;

(c) permitir as solugdes de proteina de (a) e (b) sofrerem sepa-
racdo de fase liquida-liquida em uma fase superior € uma inferior;

(d) medir a concentragéo das proteinas na fase superior e inferi-
or das primeira e segunda solugdes de proteina,;

(e) construir uma curva de separacao de fase que especifica a
concentragdo das fases superior e inferior em equilibrio das primeira e se-
gunda solugdes de proteina nas primeira e segunda temperaturas; e

(f) determinar uma concentragédo que esta fora da curva de sepa-
racao de fase na temperatura desejada,
em que uma concentragdo que esta fora da curva de separagao de fase na
temperatura desejada é a concentragdo na qual para reformular a proteina
na solugdo de proteina a fim de reduzir ou impedir separagao de fase liqui-
da-liquida na solucgédo de proteina na temperatura desejada.

6. Método da reivindicacédo 5, adicionalmente compreendendo:

(a) fornecer uma terceira solugéo de proteina na concentragao

da primeira solugéo de proteina e uma terceira temperatura na qual a se-



10

15

20

25

30

gunda solugdo de proteina exibe separagao de fase liquida-liquida;

(b) permitir as primeira, segunda, e terceira solu¢des de proteina
sofrerem separacao de fase liquida-liquida em uma fase superior € uma infe-
rior,

(c) medir a concentragdo das proteinas na fase superior e inferi-
or das primeira, segunda, e terceira solugdes de proteina;

(d) construir uma curva de separagao de fase que especifica a
concentragédo das fases superiores e inferiores em equilibrio das primeira,
segunda, e terceira solugbes de proteina nas primeira, segunda, e terceira
temperaturas; e

(e) determinar uma concentragéo que esta fora da curva de se-
paracdo de fase na temperatura desejada, em que uma concentragao que
esta fora da curva de separacgao de fase na temperatura desejada € a con-
centracio na qual para reformular a proteina na solugao de proteina a fim de
reduzir ou impedir separagdo de fase liquida-liquida na solucao de proteina
na temperatura desejada.

7. Método para determinar uma concentragdo na qual para re-
formular uma proteina em uma solugéo de proteina a fim de reduzir ou im-
pedir separagado de fase liquida-liquida na solugao de proteina em uma tem-
peratura desejada, compreendendo:

(a) fornecer a proteina em uma primeira solugao de proteina em
uma primeira concentragao;

(b) fornecer a proteina em uma segunda solugao de proteina em
uma segunda concentragao;

(c) fornecer a proteina em uma terceira solugao de proteina em
uma terceira concentragao;

em que as primeira, segunda, e terceira solugbes de proteina
estiao em uma temperatura em que as primeira, segunda, e terceira solugoes
ficam substancialmente claras;

(d) esfriar as primeira, segunda, e terceira solugcdes para tempe-
ratura de ponto de nuvem das primeira, segunda, e terceira solugbes; e

(e) construir uma curva de separagao de fase representando em
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grafico as temperaturas de ponto de nuvem das primeira, segunda, e terceira
solugdes de proteina contra as primeira, segunda, e terceira concentracoes,
em que uma concentragao que esta fora da curva de separacéao de fase na
temperatura desejada é a concentragao na qual para reformular a proteina
na solucao de proteina a fim de reduzir ou impedir separacédo de fase liqui-
da-liquida na solugao de proteina na temperatura desejada.

8. Método de qualquer uma das reivindicagdes 1-7, em que a
proteina é selecionada do grupo que consiste em um receptor, um ligante,
um fator de transcrigcdo, uma enzima, e um anticorpo.

9. Método de qualquer uma das reivindicagdes 1-7, em que a
proteina € um anticorpo policlonal ou um fragmento de ligagao de antigeno
do mesmo.

10. Método da reivindicacao 9, em que a proteina € um anticorpo
monoclonal ou um fragmento de ligagao de antigeno do mesmo.

11. Método de qualquer uma das reivindicagbes 1-7, em que a
temperatura desejada é a temperatura na qual a solugao de proteina € para
ser processada, fabricada, armazenada, ou administrada.

12. Método de qualquer uma das reivindicagées 1-7, em que a
concentracdo de proteina na qual para reformular a proteina na solugao de
proteina é selecionada para ser cerca de 5% a cerca de 40% mais alta que a
concentragao da proteina na fase inferior.

13. Método de qualquer uma das reivindicagbes 1-7, em que
separacéo de fase liquida-liquida é alcangcada mediante separagéo por gravi-
dade ou centrifugagao.

14. Método para formular uma proteina em uma solugéao de pro-
teina de forma que a solugéo de proteina ndo exibe separagéo de fase liqui-
da-liquida em uma temperatura desejada, compreendendo formular a protei-
na na solucao de proteina em uma concentragéo que esta fora de uma curva
de separacao de fase para a solugao de proteina na temperatura desejada.

15. Método para formular uma proteina em uma solugéo de pro-
teina de forma que a solugéo de proteina ndo exibe separagao de fase liqui-

da-liquida em uma concentragdo desejada, compreendendo armazenar a
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solugao de proteina em uma temperatura que esta acima da temperatura na
qual separacao de fase liquida-liquida ocorre e que esta fora de uma curva
de separagao de fase para a solugao de proteina na concentragao de protei-
na desejada.

16. Método para reformular uma proteina em uma solugéao de
proteina que exibe separacado de fase liquida-liquida em uma temperatura
desejada de forma que a solugao de proteina reformulada ndo apresenta ou
exibe separacao de fase liquida-liquida reduzida na temperatura desejada,
compreendendo:

(a) submeter a solugao de proteina que exibe separacao de fase
liquida-liquida a passar por separagdo de fase liquida-liquida em uma fase
liquida superior e uma inferior,;

(b) medir a concentracdo da fase superior e da inferior da solu-
¢ao de proteina; e

(c) reformular a proteina em uma concentragado que € mais alta
que a concentracao da fase inferior da solugcéo de proteina.

17. Método para obter uma solugdo de proteina que nao apre-
senta ou exibe separacao de fase liquida-liquida reduzida em uma tempera-
tura desejada de uma solugao de proteina que exibe separagao de fase li-
quida-liquida na temperatura desejada, compreendendo:

(a) permitir a solugao de proteina que exibe separagéo de fase
liquida-liquida sofrer separagdo em uma fase superior e inferior na tempera-
tura desejada; e

(b) remover a fase inferior da solugéo de proteina;
em que a fase inferior € uma solugdo de proteina que nao apresenta ou exi-
be separacéo de fase liquida-liquida reduzida na temperatura desejada.

18. Método para obter uma solugao de proteina de concentragao
mais alta de uma solugcdo de proteina de concentragao inferior que exibe
separacao de fase liquida-liquida, compreendendo:

(a) permitir a solugao de proteina original separar em uma fase
superior e inferior; e

(b) separar a fase inferior da fase superior,
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em que a fase inferior € uma solugéo de proteina tendo uma concentracao
mais alta da proteina que a solugéo de proteina de concentragao inferior.

19. Método para concentrar uma proteina em uma solucao dese-
jada, compreendendo:

(a) formular a proteina em qualquer solugédo em que a solugéao
de proteina exibe separagao de fase liquida-liquida;

(b) facilitar a separagao de fase liquida-liquida na solugdo de
proteina assim formando uma fase superior e inferior,

(c) separar a fase inferior da fase superior, em que a fase inferior
tem uma concentracéo mais alta da proteina que a solugédo de proteina ori-
ginal, e

(d) conduzir uma troca de tampao para transferir a proteina da
solucéo de proteina concentrada alta para a solugéo desejada.

20. Método da reivindicagdo 18 ou 19, adicionalmente compre-
endendo adicionar entre cerca de 0,5 mM a cerca de 25 mM de cloreto de
calcio ou cloreto de magnésio a fase inferior.

21. Método da reivindicagdo 18 ou 19, adicionalmente compre-
endendo adicionar entre cerca de 1 mM a cerca de 145 mM de metionina a
fase inferior.

22. Método da reivindicagao 18 ou 19, adicionalmente compre-
endendo adicionar entre cerca de 0,5 mM a cerca de 25 mM de cloreto de
calcio ou cloreto de magnésio, e entre cerca de 1 mM a cerca de 145 mM de

metionina a fase inferior.
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RESUMO
Patente de lnvengao "METODOS PARA REDUZIR ou IMPEDIR SEPA-
RA(}AO DE FASE LiQUIDA-LIQUIDA EM SOLUGOES DE PROTEINA DE
CONCENTRACAO ALTA". S
A presente mvenf;éo refere-se a métodos‘ de formular proteinas

) em concentragoes altas nas solugoes de protelna em que as solugdes de

protema carecem ou tém separagido de fase Ilqmda -liquida reduz:da sdo.

. descqltos. Tais solugdes de proteina sao substancialmente claras e substan- :

cialmente homogéneas. Adicionalmente, métodos de concentrar e purificar

_ pfo{einas usando separagéao de fase iiquida-liquida s30 fornecidos.
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