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ES 2435272713

DESCRIPCION
Purificacion de la eritropoyetina.

En la presente memoria se da a conocer un método para purificar eritropoyetina (EPO) utilizando cromatografia en
hidroxiapatito. Ademas, se describe un método para el empobrecimiento en proteinas de la célula huésped, asi
como a un método para modificar la distribucién de isoformas de una composicion de EPO.

Antecedentes de la invencién

La eritropoyetina (EPO) es una glucoproteina humana que estimula la produccion de los glébulos rojos. Su accion y
aplicacién terapéutica se describen en detalle en, por ejemplo, las patentes EP n°® 0 148 605, n° 0 205 564, n° 0 209
539 y n° 0 411 678, asi como en Huang S.L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2708-2712, 1984, Lai P.H. et al., J. Biol.
Chem. 261:3116-3121, 1986, y Sasaki H. et al., J. Biol. Chem. 262:12059-12076, 1987.

La EPO se encuentran presente s6lo a concentraciones muy bajas en el plasma sanguineo de las personas sanas.
Es conocido el aislamiento de la EPO humana a partir de la orina de los pacientes con anemia aplasica (Miyake T. et
al., J. Biol. Chem. 252:5558-5564, 1977). Se ha descrito un método en siete etapas que comprende cromatografia
de intercambio i6nico, precipitacion con etanal, filtracion en gel y cromatografia de adsorcion. Las patentes EP n° 0
148 605 y n° 0 205 564 dan a conocer la produccion de EPO humana recombinante en células CHO. Un método
para purificar EPO producido recombinantemente ha sido descrito en Nobuo . et al., J. Biochem. 107:352-359, 1990.

Se conocen métodos adicionales para producir y purificar eritropoyetina y describen en, entre otros, las patentes EP
n° 0 148 605, n° 0 205 564, n° 0 255 231, n° 0 830 376, n° 0 267 678, n° 0 228 452, n° 1 127 063, n°® 0 209 539, n° 0
358 463, n°® 1 010 758, n° 0 820 468, n° 0 984 062, n° 0 640 619, n° 0 428 267, n°® 1 037 921 y en Lai P.H. et al., J.
Biol. Chem. 261:3116-3121, 1986; Broudy V.C. et al., Arch. Biochem. Biophys. 265:329-336, 1988; Zou Z. et al.,
Journal of Chrom. 16:263-264, 1998; Inoue N. et al., Biol. Pharm. Bull. 17:180-184, 1994; Qian R.L. et al., Blood
68(1):258-262, 1986; Krystal G. et al., Blood 67(1):71-79, 1986; Lange R.D. et al., Blood Cells 10(2-3):305-314,
1984; Sasaki R. et al., Methods Enzymol. 147:328-340, 1987; Ben Ghanem A. et al., Prep. Biochem. 24:127-142,
1994; Cifuentes A. et al., J. Chrom. A 830:453-463, 1999; y Gokana A. et al., J. Chromat. A 791:109-118, 1997.

La patente EP n°® 1 394 179 da a conocer un método para producir eritropoyetina libre de proteinas animales. La
produccion de eritropoyetina mediante la activacion de un gen endégeno con promotores viricos es la materia objeto
de la patente EP n°® 0 986 644. Se da a conocer un método para producir glucoproteinas recombinantes y en
particular eritropoyetina en la patente EP n°® 1 428 878. Se da a conocer un método para producir un perfil deseado
de glucoisoformas de eritropoyetina en la patente EP n° 1 492 878.

La patente EP n° 1 428 878 da a conocer un procedimiento para la produccion y purificacion de eritropoyetina. Se da
a conocer un método para purificar eritropoyetina en el documento WO n° 2005/121173. En el documento WO n°
99/28346 se da a conocer una eritropoyetina de elevada actividad especifica. Se da a conocer una composicién de
eritropoyetina en el documento US n° 2004/147431. En el documento WO n° 03/080852 se da a conocer un
procedimiento para la preparacion de un perfil deseado de glucoisobformas de eritropoyetina.

Descripcion resumida de la invencién

La produccién y purificacion de eritropoyetina recombinante requiere varias etapas, en particular etapas de
cromatografia.

Un primer aspecto de la invencion es un método para producir eritropoyetina, que comprende por lo menos una
etapa de cromatografia con una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito, que comprende las etapas de:

i) poner en contacto una solucién que contiene eritropoyetina que contiene iones calcio a una concentracion de 5
mM que comprende TRIS-HCI 20 mM, pH 6,9 + 0,2, con una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito
ceramico que ha sido equilibrado con una solucién que contiene iones calcio a la misma concentracion de 5 mM
que comprende TRIS-HCI 20 mM, NacCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v), pH 6,9 £ 0,2,

i) pasar una solucién que contiene iones calcio a una concentracién inferior a 0,1 mM sobre la fase estacionaria
gue contiene hidroxiapatito ceramico que comprende TRIS-HCI 20 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v), pH
69+02,y

iii) pasar una solucién que contiene iones calcio a una concentracion inferior a 0,1 mM que comprende TRIS-HCI
10 mM, pH 6,9 + 0,2, sobre la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito ceramico, para producir de esta
manera eritropoyetina.

En una realizacion, la eritropoyetina producida se empobrece en las especies des-O-EPO y des-N-EPO en

comparacion con la solucion que contiene eritropoyetina en i). En una realizacion adicional, el método comprende
por lo menos una etapa adicional de cromatografia ademas de la etapa de cromatografia con una fase estacionaria
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que contiene hidroxiapatito. En una realizacion adicional, cada una de todas las etapas de cromatografia se basa en
diferentes principios cromatograficos, en los que cada principio cromatografico se utiliza Unicamente una vez en el
método. En una realizacién adicional, el principio o principios cromatograficos se seleccionan de entre cromatografia
de afinidad, cromatografia de interaccién hidrofébica, cromatografia de fase inversa, cromatografia de permeacion
en gel, cromatografia de intercambio catiénico y/o cromatografia de intercambio anionico. En una realizacion
adicional, la secuencia de etapas cromatograficas es: cromatografia de afinidad, cromatografia de interaccion
hidrofébica, cromatografia en una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito, cromatografia de fase
opcionalmente inversa y cromatografia de intercambio aniénico. En una realizacién, el método segun la invencién
comprende etapas intermedias opcionales, tales como la precipitacion con sales, la concentracion, la diafiltracion, la
ultrafiltracion, la dialisis, y/o la precipitacion con etanol ademas de las etapas de cromatografia.

En otra realizacion, la solucién utilizada en la cromatografia en la etapa ii) y/o iii) contiene fosfato sodico o potasico 5
mM.

Todavia un aspecto adicional de la presente invencidn es un método para producir eritropoyetina recombinante, que
comprende cultivar células huésped que contienen un &cido nucleico codificante de eritropoyetina, en un medio
adecuado bajo condiciones adecuadas para producir eritropoyetina, y aislar la eritropoyetina a partir del medio de
cultivo o de las células. Las células se cultivan en suspension en una realizacion. En una realizacion adicional, las
células se cultivan en un fermentador y en particular en un fermentador con un volumen de entre 10 y 50.000 I.

El aislamiento de la eritropoyetina a partir del medio de cultivo comprende las etapas siguientes:

(a) aplicar el sobrenadante de cultivo celular a un material de cromatografia de afinidad y recuperar/recolectar las
fracciones que contienen eritropoyetina,

(b) opcionalmente aplicar las fracciones de (a) a un material de cromatografia de interaccion hidrofébica y
recuperar/recolectar las fracciones que contienen eritropoyetina,

(c) aplicar las fracciones de (a) o (b) a una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito y recuperar/recolectar
las fracciones que contienen eritropoyetina utilizando un método segun la presente invencion, y

(d) concentrar y/o pasar las fracciones de (c) sobre un material de HPLC de fase inversa.

La etapa (a) del método de purificacibn comprende pasar el sobrenadante celular, que opcionalmente puede
pretratarse, sobre un material de cromatografia de afinidad. En una realizacion, el material de cromatografia de
afinidad es uno al que se ha acoplado un pigmento azul. Un ejemplo es la sefarosa azul. En una realizacion, tras la
elucién del material de cromatografia de afinidad, el eluido que contiene eritropoyetina se pasa sobre un material de
cromatografia de interaccion hidrofébica en el caso de que se utilice un medio de cultivo con un contenido de suero
22% (v/v) para la fermentacidon/produccion. En una realizacion, el material de cromatografia de interaccion
hidrofébica es butil-sefarosa. El eluido de la etapa (a) o, en caso de utilizarse, de la etapa b), se pasa sobre una fase
estacionaria que contiene hidroxiapatito en la etapa (c) y se aisla el eluido que contiene eritropoyetina. En una
realizacién, la concentracion se lleva a cabo mediante cromatografia de exclusion, por ejemplo filtracién a través de
una membrana. En este caso, la utilizacién de, por ejemplo, una membrana con un tamafio de exclusion de 10 kDa
ha demostrado resultar ventajosa. La eritropoyetina que puede obtenerse con el método segun la invencién puede
contener residuos de &cido sialico unidos en enlace a-2,3 y/o a-2,6.

Otro aspecto de la invencion es un método para producir eritropoyetina conjugada con poli(etilenglicol) que
comprende las etapas siguientes:

a) unir covalentemente, es decir PEGilar, la eritropoyetina utilizando un reactivo poli(etilenglicol) activado,

b) purificar la eritropoyetina conjugada con poli(etilenglicol) mediante dos etapas sucesivas de cromatografia de
intercambio catiénico, produciendo de esta manera eritropoyetina conjugada con poli(etilenglicol),

en las que la eritropoyetina utilizada en la etapa a) se purifica o se produce mediante un método segun la
presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

La posibilidad de separar cromatograficamente diferentes sustancias depende principalmente de las condiciones
bajo las que se lleva a cabo la cromatografia, ademas de un buen relleno de la columna y de la eleccién del material
cromatografico (fase estacionaria). Lo anterior incluye el modo en que las impurezas y el producto se eluyen ademas
de la eleccién del sistema tampon.

La presente invencion da a conocer un método para purificar eritropoyetina, que comprende por lo menos una etapa
de cromatografia con una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito, que comprende las etapas siguientes:

i) poner en contacto una solucién de eritropoyetina que debe purificarse que contiene iones calcio a una primera
concentracion, con una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito por el que se ha pasado un volumen de una
solucién que contiene iones calcio a una segunda concentracion,
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ii) pasar un volumen de una solucidon que contiene una concentracion mas baja de iones calcio que las
soluciones de i), es decir, una tercera concentarcion, por la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito, de
manera que durante este paso la eritropoyetina sigue unida/no se desprende de la fase estacionaria que
contiene hidroxiapatito, y

iii) pasar un volumen de una solucién que contiene menos de 0,5 mM de iones calcio, es decir, a una cuarta
concentracién, por la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito de ii), de manera que la eritropoyetina se
desprende y eluye de la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito.

En una realizacion, la primera y la segunda y/o la tercera y la cuarta concentraciones son diferentes. En otra
realizacién, la tercera y cuarta concentraciones de ion calcio son 10% o menos de la primera y segunda
concentraciones de ién calcio.

La eritropoyetina, que también se denomina EPO a continuacion, se entiende como una proteina que presenta la
capacidad bioldgica de estimular los procesos de diferenciacion y division en células precursoras eritroides y, de esta
manera, proporcionar eritrocitos. Esta proteina preferentemente es eritropoyetina humana y consiste de 165 6 166
aminoacidos (SEC ID n°® 1y 2) con un peso molecular de aproximadamente 34 a 38 kDa. Los residuos glucosilo
constituyen aproximadamente 40% del peso molecular. Los derivados y fragmentos de EPO, tales como EPO
PEGilado, es decir, eritropoyetina conjugada con un poli(etilenglicol), que presentan propiedades bioldgicas
andlogas y comprenden eritropoyetina obtenida mediante el cultivo de una célula huésped productora de EPO,
también pueden prepararse mediante el método segun la invencion. La secuencia de ADN y la secuencia proteica
de la EPO humana se describen, entre otros, en las patentes EP n° 0 205 564 y n° 0 209 539.

La estructura de la EPO comprende dos puentes disulfuro y varias cadenas sacaridas. Las cadenas sacaridas, que
también se denominan residuos glucosilo a continuacién, se encuentran unidas al esqueleto de la proteina. Algunas
cadenas se unen N-glucosidicamente a la proteina mediante residuos asparagina y una cadena se une O-
glucosidicamente a la proteina mediante un residuo serina.

El &cido sidlico (acido n-acetilneuraminico) habitualmente se incorpora al final de un residuo glucosilo (ramificado o
no ramificado). El residuo glucosilo posteriormente ya no puede extenderse. El &cido sialico unicamente puede
unirse a un enlace a2-3 de Gal (31-4) GIcNAc (Nimtz M. et al., Eur. J. Biochem. 213:39-56, 1993).

El término "antenaridad" o "antenaridad de un residuo glucosilo” se refiere al grado de ramificacion del residuo
glucosilo. En el caso de que un residuo glucosilo presente, por ejemplo, dos brazos, el residuo glucosilo es
biantenario, es decir, es un residuo glucosilo biantenario. Los residuos glucosilo pueden presentar secciones
repetidas, denominadas repeticiones. Estas son regiones en las que se repite la secuencia GIcNAc y galactosa (N-
acetil-galactosamina) La longitud de cadena del resiguo glucosilo y, de esta manera, también el peso molecular de la
proteina, varia debido al diferente nimero de repeticiones (Nimtz M. et al., Eur. J. Biochem. 213:39-56, 1993). En el
caso de la EPO, los residuos glucosilo triantenarios pueden contener un maximo de una repeticion, mientras que los
residuos glucosilo tetraantenarios no pueden presentar mas de dos repeticiones. Los residuos glucosilo biantenarios
no presentan repeticiones.

La eritropoyetina es una proteina de glucosilacion mdultiple. En la naturaleza se encuentran formas e isoformas
glucosiladas diferentemente glucosiladas, asi como en la produccién biotecnolégica debido a variaciones en los
residuos glucosilo y los diferentes grados de sialidacién. Una elevada proporcion de repeticiones también presenta
un efecto positivo sobre la actividad in vivo (ver, por ejemplo, la patente EP n° 0 409 113).

La eritropoyetina consiste de diez isoformas principales. El término "isoforma" se refiere a un grupo de moléculas de
EPO que presenta una secuencia de amino4cidos idéntica y el mismo ndmero de residuos de acido sidlico unidos.
Las isoformas presentan el mismo punto isoeléctrico y difieren con respecto al grado, complejidad y antenaridad de
los residuos glucosilo unidos a la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, la expresion "isoforma 2 de EPO"
comprende un grupo de moléculas de EPO que presentan 14 residuos de &cido sialico. La isoforma 3 presenta 13
acidos sidlicos, etc. Ademas, existen formas raras de EPO que presentan acidos sialicos adicionales que no se
encuentran en los extremos. De esta manera, la isoforma 1 presenta 15 y la isoforma 1' presenta 16 acidos sialicos
unidos a los residuos glucosilo.

Un aspecto de la invencidon es un método para preparar eritropoyetina a alta pureza y con una distribucion de
isoformas de eritropoyetina, en la que el método comprende una combinacién de diferentes etapas cromatograficas
de manera que se modifica la distribucién inicial de isoformas de la eritropoyetina. Las diferentes etapas
cromatograficas del método comprenden una etapa cromatograficas con una fase estacionaria que contiene
hidroxiapatito y por lo menos una de las etapas cromatograficas seleccionadas de entre i) cromatografia de afinidad
de pigmento, ii) cromatografia de interaccion hidrofébica, iii) cromatografia de intercambio aniénico, iv) cromatografia
de fase inversa y/o v) cromatografia de permeacion en gel. En una realizacién de dicho aspecto, se lleva a cabo un
empobrecimiento en las isoformas de eritropoyetina con un nimero reducido de residuos de acido sialico o se
separan por completo. En esta aplicacion, la expresion "por completo” se refiere a que el compuesto correspondiente
ya no puede detectarse mediante un método analitico dado debido a que la concentracion/cantidad es inferior al
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limite de deteccion del método. En una realizacion, se lleva a cabo un empobrecimiento en las isoformas de
eritropoyetina que presentan hasta tres, o hasta cuatro, o hasta cinco (inclusive) residuos de acido sialico por cada
molécula de eritropoyetina o se separan por completo. En una realizacion, se obtiene una eritropoyetina en la que la
mezcla de isoformas comprende isoformas con 6 a 15 grupos de acido sialico, o con 7 a 15 grupos de acido sialico.

Ademas de los diversos residuos glucosilo e isoformas, existen formas adicionales de EPO. En el caso de las formas
des-N-EPO y des-O-EPO, son especies que no han sido glucosiladas post-traduccionalmente por completo y se
encuentran no glucosiladas en el residuo de serina 126 (des-O-EPO) o en el residuo de asparagina 24 (des-N-EPO).

El hidroxiapatito es un compuesto inorganico basado en fosfato de calcio que presenta la férmula empirica
Cas(PO4)3s0OH. Como fase estacionaria cromatografica, resulta adecuada para separar proteinas, enzimas,
inmunoglobulinas y acidos nucleicos. Se encuentra en la naturaleza principalmente en huesos y en el esmalte
dental. La formacion de hidroxiapatito resulta favorecida por un valor de pH elevado. El hidroxiapatito se disuelve a
un valor de pH elevado. Los diversos mecanismos de unién del hidroxiapatito se utilizan en separaciones
cromatograficas en las que actla principalmente como adsorbente aunque también presenta las propiedades de un
material de intercambio ionico. Resulta posible formar enlaces idnicos entre los grupos amino de carga positiva de
una proteina (por ejemplo lisina) y los grupos fosfato de carga negativa de la fase estacionaria. Ademas, los grupos
carboxilo de las proteinas (por ejemplo aspartato) pueden unirse a los iones calcio del hidroxiapatito. Una
caracteristica del material es que puede tener lugar una unién compleja entre el grupo fosfato de la fase estacionaria
y los iones calcio o magnesio en solucion y los grupos carboxilo de la proteina (M. Kratzel, "Pharmazeutische
Bioanalytik", parte 5, Universidad de Vienna).

Son conocidos diversos materiales de hidroxiapatito. La eritropoyetina se une a esta matriz y en una realizacion se
eluye a concentraciones de fosfato bajas.

Un material de columna adecuado es, por ejemplo, el hidroxiapatito Ultrogel (BioSepra, Alemania) o HA Biogel HT
(Biorad, Alemania). La cromatografia se lleva a cabo ventajosamente a un pH aproximadamente neutro. El
hidroxiapatito incluido en una matriz de agarosa presenta una resistente a la presion mas alta que el hidroxiapatito
puro (por ejemplo el disponible como HA Ultrogel). Este material presenta una distribucion de tamafios heterogénea
de las particulas de entre 50 y 160 mm, estando la fraccion principal entre 70 y 90 mm. La superficie es muy rugosa
y las particulas sélo son esféricas en un grado limitado.

En una realizacion diferente, la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito para la utilizacion en el método segun la
invencion consiste de hidroxiapatito puro sinterizado a alta temperatura y a alta presion (por ejemplo disponible
como hidroxiapatito cerdmico CHT, de BioRad). Es un material resistente a la presion y consiste de particulas que
son relativamente simétricas y uniformemente simétricas y que presentan una superficie relativamente lisa. Las
particulas presentan un tamafio de aproximadamente 40 mm y una superficie especifica de aproximadamente 40
m?/g para CHT de tipo 1. El tamafio de particula medio es de entre 20 y 30 mm. El material CHT de tipo 2 ha sido
desarrollado especialmente para moléculas de mayor tamafio, tales como las inmunoglobulinas. La superficie
especifica de CHT de tipo 2 es 19 m2/g y es, de esta manera, aproximadamente la mitad de CHT de tipo 1. Las
particulas presentan una morfologia similar al CHT de tipo 1. Las particulas también presentan un tamafio de 40
mm. De esta manera, en una realizacion del método segun la invencién, la fase estacionaria que contiene
hidroxiapatito es un hidroxiapatito sinterizado a altas temperaturas y a altas presiones con una superficie especifica
de aproximadamente 40 m%/g.

La figura 1 muestra un ejemplo de un cromatograma de una cromatografia de la eritropoyetina en una fase
estacionaria que contiene hidroxiapatito (HA-Ultrogel). El area enmarcada es el pico del producto fraccionado que se
subdividi6 en las fracciones 1 a 16. La fraccion 17 es el hombro de la curva, que se recogié como fraccion separada.
La pureza de las fracciones individuales se reduce practicamente de manera lineal durante el pico (ver la figura 2).

Las diferentes fases estacionarias descritas que contienen hidroxiapatito se compararon utilizando el mismo método
cromatografico para purificar la eritropoyetina que se describe en el Ejemplo 4.

Tabla 1: Resumen de los datos de las cromatografias de EPO.

Carga: 0,5 mg/ml de material de columna

HA-Ultrogel fHT de tipo CHT de tipo 2 Eﬁ)svt/
pureza [%] 99,5 -99,8 99,3 -99,8 99,8 -99,9 99,8-99,9
volumen de elucién [ml] 7-8,5 8-9 8-14 11,5-14
rendimiento de producto [%] 49-59 47-54 44 -54 53
contenido de proteina de CHO [ppm] 24 -1463 109 -1463 197 -agotamiento 95-210

completo

Carga: 5 mg/ml de material de columna
Pérdida de EPO [%)] 9,6 1,2 0,7 0,7
pureza del pico de producto [%] 94,6 99,9 99,8 99,3
volumen de elucién [ml] 23 32 23 60
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rendimiento de producto [%] 76,0 71,0 70,3 75,1
contenido de proteina de CHO [ppm] 21484 8439 8339 11598

En una realizacion, en el caso de que la concentracién de proteina de CHO sea inferior a 15 ng/ml, la muestra se
considera libre de proteina de CHO. Se ha encontrado que el material ceramico y de hidroxiapatito cristalino eran
comparables al cargarse con diferentes cantidades de eritropoyetina, mientras que el rendimiento, asi como la
calidad del producto, se reducian considerablemente con un material basado en agarosa a una carga de 5 mg de
EPO/ml de material de columna. De esta manera, en la separacion del material de hidroxiapatito HA Ultrogel,
practicamente el 10% de la eritropoyetina se pierde durante la separacion.

El analisis de las fracciones que contienen eritropoyetina mediante HPLC analitica de fase inversa (RP-HPLC)
demuestra que el pico de producto presenta un hombro (figura 3) en practicamente todas las fracciones en el lado
de reduccion del pico de eritropoyetina que se identific6 como des-O-EPO. La proporcién de des-O-EPO se
determin6 semicuantitativamente trazando una linea perpendicular en los cromatogramas de RP-HPLC y se muestra
conjuntamente con la cantidad de EPO en la figura 4. El motivo de la formacion de este hombro es que las formas
de EPO que contienen residuo glucosilo biantenario y triantenario se encuentran empobrecidas respecto a otras en
la cromatografia en hidroxiapatito. Estas formas, a su vez, se eluyen directamente antes de des-O-EPO en la RP-
HPLC analitica. Como resultado de este empobrecimiento selectivo, destaca el hombro des-O-EPO.

Las impurezas de tipo proteinas se encuentran distribuidas en la totalidad del pico de elucién, pero las fracciones
frontales eluidas contienen una menor proporcion de proteina de célula huésped CHO que las fracciones posteriores
(ver la figura 5).

La hidrofobicidad de la eritropoyetina se incrementa debido a las formas glucosilo de EPO mas hidrofébicas en las
fracciones posteriores que contienen EPO. La cromatografia en una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito
empobrece en especialmente las isoformas basicas, es decir, las isoformas que contienen menos acido sialico. Tal
como se muestra en la figura 6, el niumero de residuos de acido sidlico se reduce uniformemente durante las
fracciones que contienen eritropoyetina. La basicidad se incrementa de la isoforma 1 a la isoforma 9. Mientras que
las isoformas &cidas se encuentran enriquecidas en las primeras fracciones que contienen eritropoyetina (fracciones
1 a 5), se observa un desplazamiento considerable hacia las isoformas basicas (figura 7) en las Ultimas fracciones
gue contienen eritropoyetina (fracciones 12 a 16). El andlisis de las formas glucosilo muestra que las formas de EPO
hidrofilicas eluyen en las primeras fracciones, que presentan un contenido mas alto de estructuras tetraantenarias y
mas repeticiones. Las formas mas hidrofébicas de EPO con menos repeticiones o una proporciéon mas alta de
estructuras triantenarias eluyen mas tarde, el curso de las cuales es reciproco al de las formas glucosilo
tetraantenarias (figura 8). La proporcién de formas glucosilo biantenarias se incrementa de manera constante (figura
9), mientras que el incremento no es uniforme sino escalonado.

La figura 10 ilustra ademas la distribucion de formas glucosilo en el pico de producto. Mientras que se encuentran
presentes formas de glucosilo tetraantenario con un contenido de repeticiones elevado en las primeras fracciones
gue contienen EPO (por ejemplo en F1, fraccion 1), existe una elevada proporcién de formas glucosilo triantenario y
biantenario en las ultimas fracciones que contienen EPO (por ejemplo en F16, fraccidon 16). De esta manera, se ha
encontrado que se encuentran empobrecidas las formas de EPO menos glucosiladas y eluyen después en la
cromatografia en una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito con un método segun la invencion.

El contenido de proteinas de células huésped CHO también se incrementa en las fracciones terminales que
contienen EPO. En consecuencia, puede conseguirse una buena separaciéon y, de esta manera, un
empobrecimiento en proteinas de las células huésped CHO utilizando un método cromatografico que presenta una
mejor separacion entre EPO y las proteinas de las células huésped CHO, es decir, que presenta un hombro mas
pronunciado que contiene las proteinas de las células huésped CHO (ver la figura 11).

Esta fase estacionaria de hidroxiapatito cristalino resulta adecuada debido a que el pico de producto generalmente
es muy plano y presenta un hombro pronunciado. En una realizacion adicional, las soluciones en las etapas de
lavado y elucién utilizadas en la cromatografia contienen una concentracion de iones fosfato de 5 mM. Se ha
encontrado que esta concentracion de i6n fosfato resulta ventajosa para la purificacion de la eritropoyetina con una
fase estacionaria que contiene hidroxiapatito ceramico, ya que la cantidad de proteinas de células huésped CHO en
las fracciones que contienen EPO puede reducirse/empobrecerse hasta valores inferiores al limite de cuantificacion
o deteccion del método analitico correspondiente mediante la utilizacion de esta concentracion de fosfato.

La distribucién de isoformas de la eritropoyetina obtenida con las diversas fases estacionarias que contienen
hidroxiapatito se muestra en la figura 12. Se ha encontrado que ni la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito ni
la carga presentan una influencia mayor sobre la distribucion de isoformas. Una caracteristica de las fases de
hidroxiapatito ceramico y cristalino es que empobrecen las isoformas basicas algo mas que las fases de
hidroxiapatito basadas en agarosa. En una realizacion, la pureza de la eritropoyetina obtenida con un método segun
la invencién es superior a 99,3% determinada mediante RP-HPLC. En una realizacion, opcionalmente a una carga
de 5 mg/ml, la pureza de la EPO obtenida es de entre 99,3% y 99,9%, determinada mediante RP-HPLC (%=area en
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porcentaje basada en el cromatograma de RP-HPLC). Las diferencias entre las fases estacionarias también se
observan en el empobrecimiento/separacion de las proteinas de las células huésped CHO. La fase de hidroxiapatito
basada en agarosa, asi como la fase de hidroxiapatito cristalino, resultan menos efectivas que las fases de
hidroxiapatito ceramico. Por lo tanto, en una realizacion de los métodos segun la invencion, la fase estacionaria que
contiene hidroxiapatito es una fase de hidroxiapatito ceramico.

Se ha encontrado que la concentracion de iones calcio contenida en las soluciones utilizadas para la cromatografia
sobre una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito presenta una influencia pronunciada sobre la purificacion vy,
por lo tanto, también sobre la pureza de la eritropoyetina obtenida de esta manera. Al reducir la concentraciones de
iones calcio en las soluciones, ha resultado que la mayor parte de la eritropoyetina puede obtenerse de la fase
estacionaria que contiene hidroxiapatito con ayuda de una elucién escalonada (es decir, mediante la etapa entre la
solucién tres y la solucién cuatro) (ver los Ejemplos 4 y 8, y la figura 13). Al incrementar la concentracién de iones
calcio tras la elucion de la eritropoyetina (con cambio a la quinta solucién), las proteinas de las células huésped CHO
y el ADN eluyen de la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito. Las fracciones de eritropoyetina obtenidas con
la solucion que contiene una concentracion reducida de iones calcio son mucho més acidas que las fracciones de
eritropoyetina eluidas posteriormente (ver la figura 14). El lado decreciente del pico obtenido con la concentracion
incrementada de iones calcio es muy plano, es decir, contiene una gran cantidad de proteinas de las células
huésped CHO. En contraste, el pico obtenido con la concentracién reducida de iones calcio es muy simétrico.

La presente invencion comprende un método para purificar eritropoyetina, que comprende por Io menos una etapa
de cromatografia utilizando una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito, que comprende:
i)
a) proporcionar una primera solucién que contiene eritropoyetina e iones calcio a una primera concentracion,
b) proporcionar una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito por la que se ha pasado un volumen de una
segunda solucién que contiene iones calcio a una segunda concentracion (etapa de equilibrado),
¢) aplicar la solucion de a) a la fase estacionaria obtenida en b),
il) pasar una tercera solucion que contiene una tercera concentracion de iones calcio que es inferior a la de la
primera y segunda soluciones por la fase estacionaria que contiene hidroxiapatito obtenida en la etapa i) (etapa
de lavado), y
iii) pasar un volumen de una cuarta solucion que contiene 0,5 mM de iones calcio o menos por la fase
estacionaria que contiene hidroxiapatito de ii), y de esta manera desenganchar y recuperar eritropoyetina de la
fase estacionaria que contiene hidroxiapatito, obteniendo de esta manera una eritropoyetina purificada (etapa de
elucién).

En una realizacion, la primera concentracion de iones calcio es igual a la segunda concentracion de iones calcio. En
una realizacion adicional, la segunda y tercera soluciones contienen 2-propanol. En una realizacion adicional, la
primera y/o la segunda concentraciones de iones calcio son 5 mM. En una realizacién adicional, el valor de pH de
las soluciones es 6,9 + 0,2. En una realizacion adicional, el contenido de 2-propanol es 9% (v/v). En una realizacion
adicional, la tercera concentracién de iones calcio es igual o inferior a 0,1 mM; en una realizacion es de entre
0,000001 mM y 0,1 mM. En otra realizacion, la cuarta solucion contiene 0,1 mM de iones calcio 0 menos; en una
realizacién entre 0,000001 mM y 0,1 mM. En una realizacién adicional se aplican en la columna entre 4 y 7
volimenes de columna de la segunda solucion. En una realizacién adicional, el volumen aplicado en la columna de
la tercera solucion es de entre 0,5 y 2,5 volimenes de columna. En una realizacion adicional, so6lo se
eluye/desengancha una cantidad reducida de eritropoyetina de la fase estacionaria en la etapa ii). En una realizacion
adicional, esta cantidad es inferior al 10%; en otra realizacion es inferior a 5%, y en una realizacion final, es inferior a
1% de la eritropoyetina unida a la fase estacionaria. En una realizacion adicional, los iones calcio se introducen en la
solucién en forma de CaCl,. En una realizacion del método segun la invencion, la segunda solucion contiene TRIS-
HCI 20 mM, CacCl, 5 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v) con un pH de 6,9 + 0,2. En una realizacion adicional,
la tercera solucion contiene TRIS-HCI 20 mM, NaCl 0,25 mM, 2-propanol al 9% (v/v) con un pH de 6,9 £ 0,2. En una
realizacién adicional, la cuarta solucién contiene TRIS-HCI 10 mM, pH 6,9 + 0,2. El valor de, por ejemplo, 9% (v/v),
indica que la solucion se prepara proporcionando 2-propanol al 9% y afiadiendo la solucién preparada hasta obtener
el volumen final.

La cantidad de formas glucosilo tetraantenario se encuentra incrementada en las fracciones obtenidas con la cuarta
solucion en comparacion con las fracciones obtenidas con la quinta solucion. Sin embargo, las fracciones obtenidas
con la quinta solucién presentan una proporcion mas elevada de formas glucosilo biantenarias y triantenarias.
También se ha encontrado que con la quinta solucién se encuentra una proporciéon mas alta de las especies des-O-
EPO y des-N-EPO en las fracciones en comparacion con los analisis en CHT de tipo 2 con CaCl, sin modificacion.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un método para producir eritropoyetina recombinante, que
comprende cultivar células que comprenden un acido nucleico codificante de EPO en un medio adecuado bajo
condiciones adecuadas y aislar la eritropoyetina a partir del medio de cultivo o de las células. En una realizacién, las
células se cultivan en suspension. En una realizacién adicional, el cultivo se lleva a cabo en un fermentador, en
particular en un fermentador que presenta un volumen de entre 10 y 50.000 I. El aislamiento de la eritropoyetina a
partir del medio de cultivo de la célula comprende las etapas siguientes:
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a) aplicar el sobrenadante de cultivo celular o el sobrenadante de la suspensién celular desintegrada en un
material de cromatografia de afinidad y recuperar/recolectar las fracciones que contienen eritropoyetina,

b) opcionalmente aplicar las fracciones que contienen eritropoyetina obtenidas en la etapa a) en un material de
cromatografia de interaccion hidrofébica y recuperar/recolectar las fracciones que contienen EPO,

c) aplicar las fracciones que contienen EPO de a) o b) a una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito y
recuperar/recolectar las fracciones que contienen eritropoyetina utilizando un método segin la invencion, y

d) concentrar y/o aplicar las fracciones que contienen EPO de ¢) en un material de HPLC de fase inversa.

La etapa a) del método de purificacién comprende aplicar el sobrenadante de cultivo celular, que opcionalmente
puede pretratarse, a un material de cromatografia de afinidad. En una realizacién, el material de cromatografia de
afinidad es uno al que se ha acoplado covalentemente un pigmento azul. Un ejemplo del mismo es la sefarosa azul.
En una realizacion, tras la elucion del material de cromatografia de afinidad, el eluido que contiene eritropoyetina se
aplica en un material de cromatografia de interaccién hidrofébica en el caso de que se haya utilizado un medio de
cultivo con un contenido de suero igual o superior a 2% (=2%) (v/v). En una realizacién, el material de cromatografia
de interaccion es butil-sefarosa. El eluido de la etapa a) o, en caso de utilizarse, de la etapa b), se aplica en una fase
estacionaria que contiene hidroxiapatito en la etapa (c) del método y se recupera el eluido que contiene
eritropoyetina segin el método segun la presente invencion. En una realizacion, se concentrado el eluido mediante
cromatografia de exclusion, por ejemplo mediante filtracién por membranas, en cuyo caso la utilizacién de un medio,
por ejemplo una membrana, con un tamafio de exclusion de 10 kDa ha demostrado ser ventajosa. La eritropoyetina
que puede obtenerse con el método segun la invencidn puede contener residuos de &cido sialico unidos en enlace
a-2,3 y/o a-2,6.

Con el fin de producir la eritropoyetina recombinante, se aisla el sobrenadante de cultivo libre de células y se somete
al método segun la invencion. En caso necesario, adicionalmente puede llevarse a cabo una filtracion para separar
la turbidez y/o puede llevarse adicionalmente una concentracion antes del procedimiento de purificacion.

En la primera etapa, la cromatografia de pigmentos elimina la contaminacion por proteasas. En una realizacion, se
utiliza como pigmento una triazina azul, tal como azul Cibachron®. También resultan adecuados otros pigmentos
triazina. El material de soporte para la cromatografia de pigmentos no resulta crucial, aunque preferentemente se
utiliza un material de soporte basado en polisacéaridos, tal como, por ejemplo, sefarosa, preferentemente sefarosa-6
Fast Flow. La columna se equilibra con tampén con un valor de pH de entre 4,5y 5,5; en una realizacion, un pH de
entre 4,85 y 5,2; en una realizacion adicional, con tampdn acetato o acido acético. La cromatografia se realiza, en
una realizacién, a temperaturas de entre 1°C y 10°C; en otra realizacion, a una temperatura de aproximadamente
5°C. La elucion/recuperacion se lleva a cabo, en una realizacion, incrementando la concentracion salina a pH acido o
neutro (en una realizacion a un pH de entre 5y 7). A pH bésico, en una realizacién a un pH de entre 8,5y 9,5; en
otra realizacion a un pH de entre 8,8 y 9,2, también resulta posible eluir la eritropoyetina sin ningin cambio
sustancial de la concentracion salina.

En la segunda etapa, se lleva a cabo una cromatografia en un soporte hidrofobizado. Se describen materiales
adsorbentes adecuados para la cromatografia hidrofébica en, por ejemplo, Protein Purification Methods, A Practical
Approach, editado por Harris E.L.V. y Angal S., IRL Press, Oxford, Inglaterra, 1989, pagina 224, y Protein
Purification, Janson J.C., Ryden L. (editores), VCH Publisher, Weinheim, Alemania, 1989, paginas 207 a 226. El
material de soporte mismo no resulta crucial y puede ser, por ejemplo, sefarosa, un copolimero de acido acrilico y
acido metacrilico, o gel de silice. Resulta importante que se unan covalentemente al soporte grupos hidrofébicos, en
una realizacion grupos butilo. Los soportes adecuados se encuentran disponibles comercialmente (por ejemplo butilo
Toyopearl, de Tosoh Haas, Alemania, o butil-sefarosa, de Pharmacia, Alemania). En una realizacion se utiliza un
soporte butilado. Otros soportes alquilados o arilados ligan la eritropoyetina, en algunos casos irreversiblemente o
resultan en una separacion mas pobre. La elucién en la cromatografia hidrofébica tiene lugar reduciendo la
concentracion salina (por ejemplo con un gradiente de 4 moles/l a 0 moles/l), mediante la adicion de agentes
caotropicos tales como yodo, perclorato o tiocianato, o mediante la adicién de alcoholes tales como glicerol,
etilenglicol 6 2-propanol. En una realizacion, la cromatografia hidrofébica se lleva a cabo a un pH neutro y en
presencia de sal, en una realizacién de aproximadamente 0,75 moles/| de NaCl. También resulta posible llevar a
cabo la cromatografia hidrofébica en presencia de un alcohol de bajo peso molecular, y en una realizaciéon en
presencia de isopropanol (=2-propanol). La concentracion del alcohol de bajo peso molecular en el tampdn de
elucion es aproximadamente dos a tres veces mas alta que en el tampdn de equilibracion. En el tampén de lavado,
la concentracion del alcohol de bajo peso molecular es aproximadamente el doble de la del tamp6n de equilibracion.
Para la equilibracion (carga del material cromatografico) se afiadié 2-propanol aproximadamente al 10-15%, en una
realizacién aproximadamente al 10%; se afiadié 2-propanol aproximadamente al 25-35%, en una realizacion
aproximadamente al 27%, para la elucién y se afiadié 2-propanol al 19% al tampén de lavado (también resultan
adecuadas concentraciones especificadas para otros alcoholes, indicadas en % en volumen, v/v). La cromatografia
hidrofébica puede llevarse a cabo en un amplio intervalo de temperaturas, de entre 10°C y 40°C. Sin embargo,
resulta ventajoso operar a una temperatura controlada de 27°C + 2°C.

A continuacion, puede llevarse a cabo segun un método segun la invencién una separacion en una fase estacionaria
que contenga hidroxiapatito.
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Tras la etapa de hidroxiapatito puede realizarse una cromatografia de fase inversa en un soporte hidrofobizado a
modo de etapa opcional para la purificacion. Sin embargo, lo anterior habitualmente ya no resulta necesaria al
utilizar una cromatografia en hidroxiapatito segun la presente invencion y, por lo tanto, puede omitirse. Ademas del
tiempo ahorrado, lo anterior también reduce los costes y evita la utilizacibn de solventes organicos que
posteriormente deben separarse. Los materiales siguientes, por ejemplo, resultan adecuados como materiales de
cromatografia para la cromatografia de fase inversa: fenil-sefarosa y octil-sefarosa (Pharmacia, Suecia), butilo
Toyopearl (Tosoh Haas, Alemania) o propilo-TSK (Merck, Alemania). Sin embargo, en esta etapa de procedimiento
también resulta ventajoso utilizar soportes que contienen grupos alquilo mas largos (por ejemplo Cs 6 Cig). La
columna se equilibra, en una realizacién, en un intervalo de pH de entre 2 y 7; en otra realizacion, a pH 2,5, y en otra
realizacién se utiliza acido trifluoroacético acuoso. Para la elucion se utiliza un gradiente entre el tampon de
equilibraciéon y una solucion acuosa de un solvente organico polar, tal como, por ejemplo, acetonitrilo. El eluido
ventajosamente se neutraliza después de la cromatografia.

A continuacion, como etapa siguiente del método de purificacién segun la invencion se realiza una cromatografia de
intercambio aniénico. En esta etapa, en una realizacion se utiliza un material de cromatografia de DEAE sefarosa
Fast Flow como material de columna. La equilibracion tiene lugar en ella a un valor de pH de entre 6 y 9; en otra
realizacién a pH 7,5. Opcionalmente, tras el lavado, en una realizacion con una solucion acida (aproximadamente de
un pH de 4,5), la elucion se lleva a cabo en un intervalo neutro o ligeramente basico (pH de 6 a 9, en una realizacion
de 7,5, incrementando la fuerza idnica, en una realizacién con NaCl). Como tampdén en una realizacion se utiliza
tampon fosfato.

En una realizacion, la preparacion de proteinas se lleva a cabo en lotes de entre 0,1 y 10 g. Se ha demostrado que
EPO puede purificarse suficientemente para el uso terapéutico tras el cultivo en un medio que, en una realizacion, se
encuentra libre de proteinas de mamifero naturales en el caso de que se lleve a cabo una cromatografia hidrofébica
como segunda etapa tras la cromatografia de afinidad con un pigmento (patente EP n® 1 394 179). No resulta
necesario afadir inhibidores de proteasa (por ejemplo CuSO.) antes de la purificacion cromatogréfica, tal como
indica Nobuo I. et al., J. Biochem. 107:352-359, 1990, o en el documento WO n° 86/07494. La cromatografia
hidrofébica en una realizacién se lleva a cabo sobre un soporte alquilado (C4-Cis) 0 arilado (en una realizacion,
fenilado o bencilado). En otra realizacion se utiliza particularmente un soporte butilado.

La expresion "completamente libre de proteinas de mamifero naturales” se refiere en la presente memoria a que la
preparacion no contiene dichas proteinas en cantidades detectables. La preparacion se encuentra completamente
libre de proteinas de mamifero afiadidas deliberadamente que no se deriven de la célula huésped y, de otra manera,
se afiaden habitualmente al medio de cultivo para mantener y potenciar el crecimiento celular, asi como para
optimizar el rendimiento. Las proteinas de mamifero naturales se entienden como proteinas de mamifero de fuentes
naturales, tales como humanas o animales, pero no proteinas de mamifero recombinantes, las cuales han sido
producidas, por ejemplo, en procariotas tales como E. coli.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un método para producir eritropoyetina unida covalentemente a un
polimero poli(etilenglicol) (eritropoyetina mono-PEGilada) que comprende las etapas siguientes:

a) conjugar eritropoyetina con poli(etilenglicol) (PEGilacion de la eritropoyetina) mediante la utilizacion de un
reactivo PEG activado con un peso molecular de entre 20 y 40 kDa,

b) purificar la eritropoyetina PEGilada obtenida en la etapa a) con dos etapas sucesivas de cromatografia de
intercambio catidnico, utilizando cada una de ellas la misma fase estacionaria, aunque métodos de elucién
diferentes,

¢) aislar la eritropoyetina conjugada con PEG (poli(etilenglicol)) de la segunda fase estacionaria.

Este método resulta particularmente adecuado para purificar EPO PEGilada que ha sido producida
recombinantemente y que ha sido posteriormente PEGilada quimicamente. En la primera etapa del método se
PEGila la eritropoyetina. El polimero poli(etilenglicol) (PEG) que se utiliza en dicha reaccién presenta un peso
molecular de aproximadamente 20 a 40 kDa (la expresiéon "peso molecular" se refiere en este contexto al peso
molecular medio de poli(etilenglicol), ya que el PEG es un compuesto polimérico que no se obtiene con un peso
molecular definido sino que presenta una distribucién de pesos moleculares). El término "aproximadamente" se
refiere a que algunas moléculas de PEG presentan un peso molecular mas alto y algunas presentan un peso
molecular mas bajo, es decir, el término "aproximadamente" se refiere a que es una distribucion de pesos
moleculares en la que 95% de las moléculas de PEG presentan un peso molecular +/-10% del peso molecular
indicado.

El término "PEGilacion" se refiere a un enlace covalente entre una molécula de poli(etilenglicol) y el extremo N-
terminal o una cadena lateral de lisina de un polipéptido. La PEGilacién de proteinas se describe, entre otros, en
Veronese F.M., Biomateriales 22:405-417, 2001. El poli(etilenglicol) puede unirse a las proteinas mediante diversos
grupos funcionales y con diversos pesos moleculares (Francis G.E. et al., Int. J. Hematol. 68:1-18, 1998; Delgado C.
et al.,, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Systems 9:249-304, 1992). El enlace covalente del poli(etilenglicol) y la
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eritropoyetina puede llevarse a cabo en solucién acuosa, por ejemplo tal como se informa en el documento WO n°
00/44785; en una realizacion utilizando moléculas de poli(etilenglicol) (PEG) lineal o ramificado activado con NHS
gue presentan un peso molecular de entre 5 y 40 kDa. La reacciéon de PEGilacion también puede llevarse a cabo
como reaccion en fase sélida (Lu Y. et al.,, Reactive Polymers 22:221-229, 1994). Pueden obtenerse proteinas
PEGiladas N-terminalmente seleccionadas segun el documento WO n° 94/01451, o Felix A.M. et al., ACS Symp.
Ser. 680 (poly(ethylenglycol)) 218-238, 1997.

Los ejemplos, listado de secuencias y figuras siguientes se proporcionan para ayudar a la comprension de la
presente invencion, el alcance real de la cual se proporciona en las reivindicaciones adjuntas. Debe entenderse que
resulta posible llevar a cabo modificaciones de los procedimientos indicados sin apartarse del espiritu de la
invencion.

Descripcion del listado de secuencias

SEC ID n° 1 Eritropoyetina humana con una secuencia de aminoécidos de 165 residuos.
SEC ID n°® 2 Eritropoyetina humana con una secuencia de aminoacidos de 166 residuos.
Descripcion de las figuras

Figura 1 Cromatograma ejemplar de una cromatografia de eritropoyetina con una fase estacionaria que
contiene hidroxiapatito (HA-Ultrogel).

Figura 2 Grafico de la pureza de fracciones individuales que contienen eritropoyetina.

Figura 3 Cromatografia analitica de una fraccion que contiene eritropoyetina mediante HPLC analitica de
fase inversa.

Figura 4 Diagrama del porcentaje de des-O-EPO y EPO en las fracciones que contienen eritropoyetina.

Figura 5 Distribucion de las impurezas de tipo proteina en las fracciones que contienen eritropoyetina.

Figura 6 Grafico del recuento de acido siélico de las fracciones que contienen eritropoyetina.

Figura 7 Distribucion de las isoformas acidas y basicas en las fracciones que contienen eritropoyetina.

Figura 8 Distribucion de las formas glucosilo triantenarias en las fracciones que contienen eritropoyetina.

Figura 9 Distribucion de las formas glucosilo biantenarias en las fracciones que contienen eritropoyetina.

Figura 10 Vista global de la distribucién de las formas glucosilo en las fracciones que contienen
eritropoyetina.

Figura 11 Ejemplo comparativo del hombro de un pico que contiene eritropoyetina.

Figura 12 Distribucion de isoformas de la eritropoyetina obtenida con diferentes fases estacionarias que
contienen hidroxiapatito.

Figura 13 Cromatograma obtenido utilizando el método segln la invencion.

Figura 14 Comparacion de la distribucién de isoformas en los diferentes métodos cromatogréficos.

Materiales y métodos

Tampoén para la cromatografia:

Todas las soluciones se prepararon a partir de soluciones madre. Si no se indica lo contrario, el pH de todos los
tampones se ajustdé con NaOH 1 M o HCI 1 M. En todos los casos se utilizé agua superpura de tipo 1l (agua MilliQ).

Solucién madre (en agua):

Tampon de fosfato potasico 1 mol/l, pH 6,9 £ 0,2,

Tampon tris (hidroxiaminometano) (TRIS-HCI) 1 mol/l , pH 6,9 £ 0,2,
Cloruro sédico 5 moleslI,

Cloruro célcico 1 moleslI,

Hidréxido sédico 10 moles/I.

Tampdn de cromatografia estandar:

Tampon de lavado estandar: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 £ 0,2
Tampén de relleno HA Ultrogel/Fast TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 + 0,2
Flow:

Tampon de relleno CHT: Fosfato potasico 200 mM, pH 9-10

Tampon de regeneracion 1H Ultrogel: Fosfato potasico 200 mM, CaCl; 0,1 mM, pH 6,9 + 0,2
Tampon de regeneracion 1 CHT, Fast Fosfato potasico 200 mM, pH 6,9 + 0,2

Flow:
Regeneracion alcalina: NaOH 0,5 M
Tampodn de equilibracion: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v),
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pH6,9+0,2
Tampon de lavado: TRIS-HCI 10 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 £ 0,2
Tampén de elucion: TRIS-HCI 10 mM, CacCl, 0,5 mM, fosfato potasico 10 mM, pH 6,9 + 0,2

Tampones para determinaciones analiticas:

RP-HPLC analitica:
eluyente A: TFA (acido trifluoroacético) al 0,1%, eluyente acuoso B: TFA al 0,1%, acetonitrilo al 70%, agua
determinacion de proteinas Azso:
fosfato de Na/K 10 mM, NacCl 0,1 moles/I, pH 7,5+ 0,2

Determinacién de proteinas

Se utilizdé una cubeta de cuarzo con una longitud de camino de 1 cm. Las muestras se diluyeron de manera que la
absorbancia determinada se encontraba entre 0,2 y 1,0 UA. En caso de requerirse una dilucion, las muestras se
diluyeron independientemente y se midieron en una determinacion por triplicado. Se determinaron muestras no
diluidas con una sola medicion. Se utilizé el tampon del producto final eritropoyetina para la dilucion de muestras y
para la determinacion del blanco.

Las mediciones se llevaron a cabo a 280 nm. Se midi6é una muestra de estandar de referencia de eritropoyetina al
inicio a modo de control del sistema. Las muestras reales se ajustaron previamente al analisis hasta una
concentracion media de las proteinas de entre 1,86 mg/mly 2,05 mg/ml. Se calcul6 la concentracion de las proteinas
utilizando la férmula siguiente:

A

c=—2. F[mg/ml)
1.25

1) coeficiente de extincién de una solucién al 0,1%: € = 1,25 ml- (mg-cm)™

2) factor de dilucién de la muestra

La cantidad de proteina la proporciona la férmula siguiente:

mlgl=c[mg/ml]-V[L]

RP-HPLC analitica:

En la RP-HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa), todas las muestras se diluyeron con
eluyente A hasta una concentracién maxima de 0,12 mg/ml. Se determind la concentracion de proteina mediante
mediciones fotométricas a 280 nm. Se inyectaron cuatro muestras de 100% de eluyente A antes del analisis de las
muestras. Ello garantizd que la columna se encontraba completamente equilibrada. Se analizé el estandar de
referencia de eritropoyetina al inicio y al final de la secuencia de muestras. Con el fin de evitar desviaciones, se
analizaron los cromatogramas mediante un método de integracién estandarizado. Se separ6 cada uno de los picos
trazando una linea perpendicular a la base.

Determinacién del contenido de proteinas de CHO/contenido de proteinas de la célula huésped

Se determinaron las proteinas de las células CHO mediante un ensayo ELISA (ensayo de inmunosorcion ligada a
enzima). En la presente memoria se utilizé un ensayo de tipo sandwich basado en la tecnologia de la
estreptavidina/biotina. Para el ensayo se utilizé una placa de microtitulacién recubierta con estreptavidina. Un
anticuerpo dirigido contra las proteinas de las células CHO se unio a la placa mediante biotina Se afiadi6 la solucion
de muestra que debia analizarse utilizando una pipeta a una concentracién de proteinas de CHO de entre 15y 150
ng/ml. En el caso de que la concentracion fuese inferior a 15 ng/ml, la muestra se considerd que se encontraba libre
de proteinas de CHO. En el caso de que la concentracion fuese superior a 150 ng/ml, se repetia el ensayo a una
dilucién mas alta.

Se indican los resultados como proteinas de CHO [ppm].

EIiICHO
m s
= ppm
M€ kPO
ml

Determinacion de la distribucién de isoformas

Se determind la distribucién de las isoformas mediante electroforesis capilar. Para el andlisis, la muestra se diafiltré
11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2435272713

en agua. A continuacion, el capilar se enjuag6 con una solucion de electrolitos, seguido de la aplicacion de las
muestras diluidas en el capilar. La separacion tuvo lugar mediante la aplicacion de un voltaje elevado, de 25.000 V.
El tampdén mévil presentaba un exceso de iones positivos, lo que resultaba en un flujo electroosmético. La utilizacion
de un capilar de cuarzo permiti6 una detecciéon fotométrica de las proteinas en el capilar y una determinacion
cuantitativa a partir de las areas de los picos.

Andlisis de azlcares

Para el analisis de los azucares se utilizé un procedimiento de ensayo enzimatico. En este procedimiento, se
cortaron los oligosacaridos unidos N-glucosidicamente de la eritropoyetina utilizando el enzima N-glucosidasa.
Ademas, se eliminaron los acidos sidlicos de los oligosacaridos con ayuda del enzima neuramidasa. Los N-
oligosacéaridos obtenidos se separaron y se analizaron utilizando un intercambiador de aniones. Se midié un
estandar de referencia de eritropoyetina que se traté exactamente de la misma manera que las muestras, durante la
serie de ensayos. Se detectaron las estructuras de azUcares siguientes: biantenario, triantenario, triantenario 1
repeticion, tetraantenario, tetraantenario 1 repeticion, tetraantenario 2 repeticiones.

Cromatografia de exclusién (SE-HPLC)

Para la SE-HPLC, la columna cromatografica se equilibré con tres a cinco volimenes de columna (VC) de tampon
con el fin de obtener una linea base uniforme sin picos adicionales antes de iniciar la separacidon. Las muestras se
diluyeron hasta una concentracion de 0,2 mg/ml y se inyectaron en la SE-HPLC. Los picos se integraron segun
métodos estandares. Los picos se separaron unos de otros trazando perpendiculares.

Determinacién del ADN

Se unio biotina a una placa de microtitulacion. Se afiadié una mezcla de reaccion de estreptavidina, ADN de cadena
sencilla y proteina ligante biotinilada de ADN de cadena sencilla. La proteina ligante era capaz de unirse al ADN y se
encontraba biotinilada. De esta manera result6é posible eliminar especificamente el ADN de la mezcla de muestra. La
estreptavidina ligaba la biotina sobre la placa de microtitulacion, y ademas la biotina se acoplaba a la proteina ligante
de ADN de cadena sencilla. A este complejo total se afiadié un anticuerpo especifico de ADN que se acoplé a
ureasa. La adicién de urea resulté en una hidrdlisis de la urea, lo que provocaba un cambio local del pH. Este
cambio se detectaba como una alteracion del potencial de superficie. EI cambio de potencial de superficie era
proporcional a la cantidad de ADN unido. Se obtuvo el ADN de cadena sencilla mediante digestion con proteinasa K
y desnaturalizacion con SDS.

Mapa peptidico

Las especies de eritropoyetina incompletamente glucosiladas, tales como des-O-epo y des-N-EPO pueden
determinarse cuantitativamente mediante mapeado de péptidos. Con este fin, se cortd la molécula de eritropoyetina
en péptidos con la endoproteinasa Lys-C y estos péptidos se separaron mediante HPLC. El patrén de péptidos
obtenido se compar6 con un estandar de referencia. Los resultados obtenidos se compararon con el estandar con
respecto al tamafio del pico, el tiempo de aparicion del pico y el tiempo de retencion.

Ejemplo 1
Produccién recombinante de eritropoyetina en células CHO

La EPO se produce en las células CHO mediante un método por lotes. Se inocul6 el fermentador con un precultivo y
tras aproximadamente cinco dias, se recolectd el contenido del mismo. Se separaron las células CHO intactas y
fragmentos celulares del sobrenadante de fermentacion mediante centrifugacion. Se ajusté el pH del sobrenadante
de cultivo libre de células utilizando acido acético (1 mol/l) hasta pH 5,0-5,2 y la solucion de pH ajustado
seguidamente se filtr6 a 1-9°C. Se utiliz6 un medio sin suero como medio de cultivo, que consistia del medio base
DME (HG)/F-12 de Ham modificado (R5) (GRH Biosciences/Hazleton Biologics, Denver, USA, n° de pedido 57-736),
hidrogenocarbonato sddico, L-(+) glutamina, D-(+) glucosa, insulina recombinante, selenita sddica, diaminobutano,
hidrocortisona, sulfato de hierro (), asparagina, acido aspartico, serina y alcohol polivinilico.

Ejemplo 2

Cromatografia en sefarosa azul

La sefarosa azul (Pharmacia) consiste de perlas de sefarosa a las que se ha unido covalentemente el pigmento
Cibachron®. La eritropoyetina se una a este soporte con baja fuerza iénica y a valores de pH neutros a acidos. La
eritropoyetina se eluye incrementando la fuerza idnica y el valor del pH.

La columna de cromatografia (Amicon P440 x 500, Amicon, GB) se rellena con 60-80 | Sefarosa azul y se regenera
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con NaOH 0,5 N. A continuacion, la columna se equilibré con aproximadamente tres volumenes de columna (VC) de
tampon acetato. El sobrenadante de cultivo libre de células ajustado a pH 5 se adsorbié a la columna a una
temperatura de 10°C + 5°C y un caudal de 800 a 1.400 mi/min. La columna se lavé nuevamente al mismo caudal y a
5°C + 4°C con aproximadamente 1 VC de tampdn de lavado, seguido de aproximadamente 2 VC de tampon de
lavado 2. A continuacion, la columna se eluyé con aproximadamente 3 VC de tampdn de elucion. Se recolectd el
pico de proteinas completo (aproximadamente 30 a 60 I), ajustado a pH 6,9 con HCI y se almacend a 5°C + 4°C
hasta el procesamiento posterior. La solucién de producto se concentré en esta etapa de cromatografia, alcanzando
una pureza de aproximadamente 40% a 50%.

Tampon de equilibracion: Acetato de Na 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,1 M, pH 5,0 £ 0,2

tampon de lavado 1: Acetato de Na 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,25 M, pH 5,0 + 0,2

tampon de lavado 2: Tampén TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,5 + 0,3, TRIS-HCI 100 mM, CaCl, 5 mM,
de elucion: NaCl 1 M, pH 9,0 £ 0,2

Ejemplo 3
Cromatografia en butilo Toyopearl (cromatografia hidrofobica)

El butilo Toyopearl (Tosoh Haas) es un soporte sobre el que se encuentran unidos covalentemente a la superficie
residuos butilo. La eritropoyetina se uni6 a esta matriz y se eluy6 con un tampon que contenia 2- propanol.

Tras unir la proteina a la matriz de butilo en un tampén de equilibracion que contenia 2-propanol al 10%, la
eritropoyetina se eluyd con un gradiente consistente de solucion tampoén acuosa y 2-propanol al 50%. La elucion se
inicié con 2-propanol aproximadamente al 20%.

La columna de cromatografia (Pharmacia BPG 300/500) se rellen6 con 30-40 | butilo Toyopearl y se regenerd con
HCI de guanidina 4 My NaOH 0,5 N. A continuacion, la columna se equilibr6 con por lo menos tres VC de tampdn de
equilibracién. El eluido de la columna de sefarosa azul se ajusté a 2-propanol al 10% y se adsorbi6 en la columna a
una temperatura de 27°C + 2°C y un caudal de 800 a 1.200 ml/min. La columna se lavd nuevamente con
aproximadamente un VC de tampén de equilibracion a la misma temperatura y caudal y después con
aproximadamente dos VC de tampén de lavado. A continuacion, la eritropoyetina se eluyé con aproximadamente
tres VC de tampdn de elucion. Se recolecto el pico de proteinas completo (aproximadamente 10 a 18 I), se diluyd
inmediatamente tres veces con tampén de dilucién y se almacendé a 15°C. Se alcanz6 una pureza de
aproximadamente 90% en esta cromatografia.

tampon de equilibracién:  TRIS-HCI 20 mM, CacCl, 5 mM, NaCl 0,75 M, 2-propanol al 10%, pH 6,9 + 0,2

Tampén de lavado: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,75 M, 2-propanol al 19%, pH 6,9 + 0,2

Tampén de elucion: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,75 M, 2-propanol al 27%, pH 6,9 + 0,2

tampon de dilucion: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 + 0,2

primera solucion: TRIS-HCI 20 mM, CaCl,; 5 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v), pH 6,9 £ 0,2
Ejemplo 4

Cromatografia en fases estacionarias que contienen hidroxiapatito
Se han utilizado las mismas etapas metodologicas basicas en la separacién de cada una de las fases estacionarias
que contienen hidroxiapatito con el fin de alcanzar una buena comparabilidad basada en las condiciones de
procedimiento actuales. La secuencia era:

regeneracion -equilibracion -separacion -regeneracion.
Los tampones se adaptaron segun las instrucciones del fabricante para la regeneracion.

Tabla 2: regeneracién -equilibracion.

Regeneracién

HA Ultrogel Fast Flow CHT de tipo 1y de tipo 2

tampon de . L . L .

- tampon de regeneracion 1 CHT, tampon de regeneracion 1 CHT tipo
etapa 1 regeneracion 1 HA
Fast Flow 1,2

Ultrogel
etapa 2 regeneracion alcalina regeneracion alcalina regeneracion alcalina
etapa 3 tlargpon de regeneracion 1 CHT tipo
etapa 4 equilibracion equilibracion equilibracion
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Separacion

etapa 1 adsorcion

etapa 2 lavado 1 (tampo6n de equilibracién)
etapa 3 lavado 2 (tamp6n de lavado)
etapa 4 elucién

Los parametros de la cromatografia para las separaciones se muestran en la Tabla 4, a continuacién. Se utilizaron
los mismos para todos los materiales.

Tabla 4: parametros de la cromatografia.

etapa del
procedimiento
tampén de reg. 1 | tampén de regeneracion 1 | 2,3 VC (1,79 a 2,69 VC)

tampon de regeneracion
basico (NaOH) 2,15VC (1,79 a 2,69 VC)

Tampén volumen

regeneracion

lavado tampon de lavado estandar | 6,5 VC (5,97 a 8,95 VC)

equilibracion tampodn de equilibracion 5,75VC

adsorcion solucién que debe Varia segun la concentracién de proteinas cargada: 0,5 -5
separarse mg/ml

lavado 1 tampon de equilibracion 1,3VC (0,77 a1,15VC)

lavado 2 tampon de lavado 2,3VC(1,54a2,31VC)

elucion tampon de elucién aproximadamente 2,6 VC (segun se requiera)

Se recolectaron los picos basandose en la sefial de absorcion de UV. Se inici6 la recoleccion a 15 mUA y se detuvo
tras superar el maximo del pico respectivo al nivel de 40 mUA. Se llevé a cabo la regeneracion tras la separacion.
Los picos de la elucion y de las etapas de regeneracion se recolectaron y se almacenaron a -20°C. Los limites de
corte para la generacion se fijaron entre 15 mUA en el lado creciente y 15 mUA en el lado decreciente. El caudal de
elucion se varié entre 0,35 cm/min y 1,7 cm/min en las etapas individuales.

Soluciones estandares:

tampon de lavado estandar: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 + 0,2
'II:'%Tvpon de relleno HA Ultrogel/Fast TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 + 0,2
Tampon de relleno CHT: Fosfato potasico 200 mM, pH 9-10

Tampon de regeneracion 1H Ultrogel: Fosfato potasico 200 mM, CaCl; 0,1 mM, pH 6,9 + 0,2
Tampon de regeneracion 1 CHT, Fast Fosfato potéasico 200 mM, pH 6,9 + 0,2

Flow:

Regeneracion alcalina: NaOH 0,5 M

tampon de equilibracion: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v),
pH 6,9 £0,2

Tampon de lavado: TRIS-HCI 10 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 £ 0,2

Tampon de elucion: TRIS-HCI 10 mM, CaCl, 0,5 mM, fosfato potasico 10 mM, pH 6,9 +
0,2

Ejemplo 5

Cromatografia en hidroxiapatito Ultrogel

El hidroxiapatito Ultrogel (BioSepra) consiste de hidroxiapatito que se encuentra incorporado en un esqueleto de
agarosa con el fin de mejorar sus propiedades mecénicas e hidrodinamicas. La eritropoyetina se une a esta matriz y
resulta eluida a una concentracion de fosfato mas baja que la mayoria de las impurezas proteicas.

La columna de cromatografia (Amicon P440 x 500 6 equivalente) se rellené con 30-80 | hidroxiapatito Ultrogel y se
regener6 con NaOH 0,5 N. A continuacién, la columna se equilibr6 con por lo menos tres VC de tampdn de
equilibracion. La solucién de eritropoyetina que debia purificarse se adsorbi6é a la columna a una temperatura de
aproximadamente 15°C y un caudal de 500 a 1.200 ml/min. La columna se lavd nuevamente con aproximadamente
un VC de tampdn de equilibracion y después con aproximadamente dos VC de tampon de lavado a la misma
temperatura y caudal. A continuacion, se eluy6 con aproximadamente 3 VC de tamp6n de elucién. Se recolect6 el
pico de proteinas completo (aproximadamente 10 a 18 I) y se almacené a 15°C hasta el procesamiento posterior. Se
alcanzé una pureza superior al 95% en esta cromatografia.

tampodn de equilibracion:  acetato de Na 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,1 M, pH 5,0 £ 0,2
14
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tampodn de lavado 1: acetato de Na 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,25 M, pH 5,0 £ 0,2
tampodn de lavado 2: TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,5+ 0,3
Tampén de elucion: TRIS-HCI 100 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 1 M, pH 9,0 £ 0,2

Ejemplo 6

Cromatografia Fast Flow en hidroxiapatito

Esta material fue suministrado por el fabricante en forma de un soélido. Se dosific6 una cantidad apropiada de
material y se suspendi6 en tampon de lavado estandar. Se incubaron los polvos en el tampdn durante unas cuantas
horas con el fin de humectar la superficie completa de las particulas. Se utiliz6 una suspension de gel fina
(aproximadamente al 20% (v/v)) para el relleno. La columna se empaqueto sin presion, permitiendo que el material
de gel sedimentase durante dos dias. Tras completarse la sedimentacién del gel, la columna se enjuagé con cinco
VC a un caudal de 0,5 ml/min (0,64 cm/min). A continuacién, se regeneré la columna.

La cromatografia se llevd a cabo tal como se ha descrito en el Ejemplo 4.

Ejemplo 7

Cromatografia en hidroxiapatito CHT

Los materiales ceramicos (CHT de tipos 1 y 2) fueron suministrados por el fabricante en forma de un sélido. La
cantidad de relleno se dosificd y se suspendié en tampon de relleno CHT tipo 1, 2. EI CHT se incubd durante unas
cuantas horas en tampon de relleno con el fin de humectar la totalidad de la superficie del material. Se utilizé una
suspension de gel fino (aproximadamente al 20% (v/v)) para el relleno y se rellen6 la columna con la suspension
entera y se empaquetd a un caudal de 1 ml/min (1,3 cm/h). Tras sedimentar por completo el gel, se regener6 la
columna.

La cromatografia se llevo a cabo tal como se ha descrito en el Ejemplo 4.

Ejemplo 8

Cromatografia en hidroxiapatito CHT segun la invencién sin CacCl,

Se empaqueto la columna tal como se ha indicado en el Ejemplo 7 y la cromatografia se llevo a cabo tal como se ha
indicado en el Ejemplo 4.

En contraste con el Ejemplo 4, se utilizaron las soluciones siguientes:

segunda solucién:  TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v), pH 6,9 + 0,2
tercera solucion: TRIS-HCI 20 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v), pH 6,9 £ 0,2

cuarta solucion: TRIS-HCI 10 mM, pH 6,9 £ 0,2
quinta solucion: TRIS-HCI 10 mM, CaCl, 5 mM, fosfato potasico 10 mM, pH 6,9 + 0,2
Ejemplo 9

HPLC de fase inversa (RP-HPLC)

El material de RP-HPLC, por ejemplo Vydac C4 (Vydac, USA) consiste de particulas de gel de silice cuya superficie
porta cadenas de alquilo C4. La eritropoyetina se une a esta matriz como resultado de interacciones hidrofobicas y
resulta selectivamente eluida con un gradiente de acetonitrilo en acido trifluoroacético diluido.

La HPLC preparativa se llevo a cabo con un sistema de separacion Prepbar 100 de Merck (o equivalente) a una
temperatura de 22°C + 4°C. La columna de separacion (100 mm x 400 mm, 3.2 1) se empaquetd con material Vydac
C4. Antes de la utilizacion, la columna se regenerd mediante la aplicacion varias veces de un gradiente de tampén A
a solvente al 100% y posteriormente se equilibré con tampdn A. El eluido de la columna de hidroxiapatito se acidificd
a aproximadamente pH 2,5 con &cido trifluoroacético y se esterilizé6 mediante filtracién. A continuacion, se adsorbié
la eritropoyetina a la columna a una temperatura de 22°C + 4°C y a un caudal de 250-310 ml/min. La columna se
eluyo con un gradiente lineal de tampdén A a tampén B a la misma temperatura y caudal. Se recogi6 el pico de
elucién en fracciones. El eluido se neutraliz6 inmediatamente mediante la adicién de cuatro volimenes de tampon
de dilucion de HPLC.

Se agruparon las fracciones que presentaban una pureza de por lo menos 99% en la HPLC analitica (volumen del

agrupado de aproximadamente 4 a 6 I). Se separaron las impurezas traza en esta cromatografia y se alcanz6 una
pureza superior al 99%.
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tampon A: acido trifluoroacético al 0,1% en agua
tampon B: acetonitrilo al 80%, acido trifluoroacético al 0,1% en agua
tampon de diluciéon de HPLC: fosfato de Na/K 10 mM, pH 7,5 £ 0,2

Ejemplo 10
Cromatografia FF en DEAE-sefarosa

La Fast Flow en DEAE-sefarosa (Pharmacia) consiste de grupos DEAE que se encuentran unidos covalentemente a
la superficie de perlas de sefarosa. La eritropoyetina se une a esta matriz como resultado de interacciones ionicas y
se eluye incrementando la fuerza iénica.

La columna de cromatografia (Amicon P90 x 250 6 equivalente) se rellené con 100 a 200 ml de gel por g de
eritropoyetina en la muestra aplicada y se regener6 con NaOH 0,5 M. A continuacion, la columna se equilibré con
tampon de Na/K 100 mM, pH 7,5 y posteriormente con por lo menos 12 VC de tampdn de equilibracion. El eluido de
la columna de HPLC se adsorbi6 a la columna a una temperatura de 5°C + 4°C y a un caudal de aproximadamente
150 ml/min. La columna se lavd con como minimo cinco VC de tampon de equilibracion y después con
aproximadamente diez VC de tampo6n de lavado a la misma temperatura y caudal. A continuacion, la columna se
lavd nuevamente con aproximadamente diez VC de tampdn de equilibracion y la eritropoyetina se eluy6é con
aproximadamente siete VC de tampon de elucion. Se recolecté el pico de proteinas completo (aproximadamente 2 a
51), se esteriliz6 mediante filtracién y se dispensoé.

En esta cromatografia, se separ6 el solvente de la etapa de HPLC y se eliminaron las impurezas traza. La pureza
era superior al 99%.

tampon de equilibracion: fosfato de Na/K 10 mM, pH 7,5 £ 0,2

tampon de lavado: acetato de Na 30 mM, pH 4,5+ 0,1

tampon de elucion: fosfato de Na/K 10 mM, NaCl 80 mM, pH 7,5+ 0,2
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REIVINDICACIONES
1. Método in vitro de purificacién de eritropoyetina, que comprende:

a) proporcionar una solucién que contiene: i) eritropoyetina, e ii) iones calcio a una primera concentracion, que
comprende TRIS-HCI 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 6,9 £ 0,2,

b) proporcionar una columna de cromatografia que contiene una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito
ceramico,

¢) aplicar una solucién que contiene iones calcio a una segunda concentracion en la columna de b) que comprende
TRIS-HCI 20 mM, CaCl; 5 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v) con un pH de 6,9 £ 0,2,

d) aplicar la solucién de a) en la columna obtenida en c),

e) aplicar una solucién que contiene iones calcio a una tercera concentracioén en la columna obtenida en d) que
comprende TRIS-HCI 20 mM, NaCl 0,25 M, 2-propanol al 9% (v/v) con un pH de 6,9 £ 0,2,y

f) recuperar la eritropoyetina purificada mediante la aplicacién de una solucién que contiene iones calcio a una
cuarta concentracion en la columna obtenida en e) que comprende TRIS-HCI 10 mM, pH 6,9 0,2,

en el que dichas primera y segunda concentraciones de i6n calcio son iguales y dichas tercera y cuarta
concentraciones de i6n calcio son iguales, inferiores a dichas primera y segunda concentraciones de ion calcio, en el
que dichas tercera y cuarta concentraciones de i6n calcio son de 0,1 mM o inferiores.

2. Método de produccién de eritropoyetina mediante la utilizacion de una secuencia de etapas cromatogréficas
tal como la siguiente:

i) cromatografia de afinidad, ii) cromatografia de interaccion hidrofdbica, iii) cromatografia en una fase estacionaria
gue contiene hidroxiapatito cerdmico, en la que la cromatografia en una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito
se lleva a cabo segun la reivindicacion 1.

3. Método de produccion de eritropoyetina, que comprende cultivar células que contienen un acido nucleico
codificante de EPO vy aislar la eritropoyetina a partir de las células o del medio de cultivo, caracterizado
porgue el aislamiento de eritropoyetina comprende las etapas siguientes:

i) aplicar el sobrenadante celular en un material de cromatografia de afinidad y recuperar/recolectar las fracciones

que contienen eritropoyetina, ii) opcionalmente aplicar las fracciones que contienen eritropoyetina obtenidas de i) en

un material de cromatografia de interaccion hidrofébica y recuperar/recolectar las fracciones que contienen
eritropoyetina,

iii) aplicar las fracciones que contienen eritropoyetina de i) o ii) en una fase estacionaria que contiene hidroxiapatito

ceramico y recuperar/recolectar las fracciones que contienen eritropoyetina utilizando un método segun cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 2.

4. Método de produccién de eritropoyetina mono-PEGilada, que comprende las etapas siguientes:

i) purificar la eritropoyetina con un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, ii) PEGilar la eritropoyetina
utilizando un PEG activado con un peso molecular de entre 20 kDa y 40 kDa, iii) purificar la eritropoyetina PEGilada
obtenida en la etapa ii) con dos etapas sucesivas de cromatografia de intercambio cationico utilizando la misma fase
estacionaria,

iv) recuperar y producir de esta manera eritropoyetina mono-PEGilada a partir de la segunda fase estacionaria.
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Fig. 3
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