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DESCRIPCION
Métodos para replegar G-CSF a partir de cuerpos de inclusion
Campo de la invencion

La presente invencion tal como se reivindica se refiere a métodos nuevos para replegar G-CSF (factor estimulante
de colonias) a partir de cuerpos de inclusién. En particular, se refiere a un método que comprende dos etapas de
replegamiento. La invencion se refiere a un método para replegar G-CSF mediante (a) solubilizacién de G-CSF, (b)
replegamiento oxidativo (primera etapa de replegamiento, en presencia de agente solubilizante), (c) eliminacion del
agente solubilizante y (d) una segunda etapa de replegamiento (en ausencia de agente solubilizante). Ademas, la
presente invencion se refiere a métodos nuevos para eliminar el agente solubilizante.

Antecedentes de la invencion

El factor de crecimiento hematopoyético enddgeno, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, sindnimo
“factor de estimulacion de colonias 3” = CSF3) regula la proliferacion y diferenciacion de células progenitoras dentro
de la médula dsea y la liberacién de granulocitos neutréfilos maduros (“neutréfilos”) en la sangre periférica. La
quimioterapia contra el cancer, que afecta a células que se dividen rapidamente, conduce con frecuencia a un efecto
secundario denominado “neutropenia”. La neutropenia es una disminucion en los recuentos de neutrdéfilos en la
sangre periférica y afecta a mas de uno de cada tres pacientes que reciben quimioterapia mielosupresora para el
cancer. Los pacientes que llegan a tener neutropenia pueden desarrollar fiebre (“neutropenia febril”) y tienen un
mayor riesgo de padecer infecciones. Se producen infecciones gastrointestinales y pulmonares mortales, asi como
la sepsis. Puede ser necesario retrasar un ciclo posterior de quimioterapia hasta que el paciente se haya recuperado
de la neutropenia. El G-CSF recombinante humano es una sustancia farmacéutica eficaz y se aplica ventajosamente
para tratar la neutropenia inducida por quimioterapia. Restablece el nUmero de neutréfilos en la sangre y lo mantiene
por encima del nivel critico (Dale 2002).

El G-CSF humano natural es una proteina O-glicosilada que consiste en 174 aminoacidos y es relativamente
hidréfoba. La cadena de hidratos de carbono en la forma glicosilada se situa en la treonina 133. Ademas de esta
forma principal, puede producirse otra forma de empalme in vivo que lleva tres aminoacidos adicionales (Zsebo
1986). Cuando se expresa G-CSF recombinante humano en E. coli, lo siguiente puede observarse: en primer lugar,
la proteina recombinante se produce en cuerpos de inclusién; en segundo lugar, la molécula de G-CSF resultante
esta desprovista de la cadena de hidratos de carbono natural, y en tercer lugar, el G-CSF recombinante lleva una
metionina N-terminal adicional. Esta molécula de G-CSF, designada N-metionil-G-CSF o rmet(hu)G-CSF, recibi¢ la
denominacion comun internacional (INN) “filgrastim” y tiene un peso molecular de 18,7-18,9 kD (Welte 1996). La
masa relativa teorica de filgrastim (Mr) es 18,799. La cadena de polipéptido de G-CSF contiene cinco cisteinas y las
investigaciones estructurales con filgrastim revelaron dos enlaces disulfuro entre Cys 37-43 y Cys 65-75, mientras
que la Cys 18 no apareada permanece reducida (Wingfield 1988). El primer producto en el mercado fue Neupogen®
de Amgen que contenia filgrastim, un met-G-CSF recombinante humano expresado por E. coli (Welte 1996). Otro
producto de G-CSF, aprobado en la Unién Europea, Granocyte® de Chugai, que contiene lenograstim, se deriva de
células de mamifero recombinantes (CHO) y esta glicosilado (Holloway 1996). Ademas, Amgen introdujo en el
mercado en 2002 una version mejorada de G-CSF, Neulasta®, que consiste en un conjugado de filgrastim y
polietilenglicol (INN = pegfilgrastim) (Molineux 2004). Finalmente, se introdujeron en el mercado europeo varias
versiones biosimilares de Neupogen® por parte de diferentes empresas farmacéuticas de medicamentos genéricos
durante los ultimos afios.

La sobreexpresion de polipéptidos recombinantes heterélogos en microorganismos transformados a menudo da
como resultado la formacién de los denominados cuerpos de inclusion (IB), que contienen la proteina recombinante.
Estos cuerpos de inclusidon son agregados amorfos y altamente refringentes y los polipéptidos en los mismos estan
generalmente sin plegar, reducidos e inactivos, y son al menos parcialmente insolubles en tampones acuosos
comunes. Los procedimientos para obtener proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusién se describen
en la técnica y comprenden generalmente lisis y disrupcion de las células seguido por centrifugacion. El sedimento
que comprende una gran proporcion de cuerpos de inclusion se lava habitualmente con detergentes para eliminar
membranas lipidicas, lipopolisacaridos (LPS) y otros contaminantes o residuos celulares.

La bibliografia cientifica proporciona muchos métodos de como tales cuerpos de inclusion pueden aislarse a partir
de bacterias y purificarse, y cédmo la proteina recombinante después de eso puede solubilizarse y replegarse de
vuelta a su estado nativo. (Los términos ‘replegamiento’ y ‘renaturalizacion’ se usan como sinénimos en el presente
documento).

Se han usado diferentes estrategias para solubilizar la proteina recombinante. Ademas de detergentes idnicos y no
idnicos, tales como dodecil sulfato de sodio (SDS) o N-laurilsarcosina (sarcosilo), se han usado reactivos
caotropicos, tales como clorhidrato de guanidina (GuHCI) o urea, para solubilizar una proteina de interés. A menudo
la solubilizacion se realiza en condiciones alcalinas (pH 8-12,5) en presencia de agentes reductores, tales como
ditiotreitol (DTT), ditioeritrol (DTE) o 2-mercaptoetanol (ME) (Marston 1986, Rudolph 1990, Rudolph 1996, Dietrich
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2003). Normalmente, la proteina solubilizada esta al principio totalmente reducida e inactiva; y después se somete a
replegamiento antes de la purificacion cromatografica.

Por ejemplo, el documento EP0219874 divulga métodos genéricos para el replegamiento de proteinas
recombinantes a partir de cuerpos de inclusion de E. coli. Para la solubilizacion, se usaron los agentes caotropicos
GuHCI y arginina a pH elevado. El documento EP0219874 describe la formacion de puentes disulfuro en
condiciones rédox proporcionados por GSH/GSSG. Rudolph 1990 describe la siguiente secuencia de etapas: a) el
uso de GuHCI o urea para la solubilizacién a pH 8-9 en condiciones reductoras (DTT, DTE o 2-ME), b) eliminacion
de reactivos mediante dialisis o cromatografia de gel (Sephadex G-25) y c) formacién de disulfuro (=replegamiento)
mediante sistemas de permutacién de 6xido o mediante modificacién quimica inversa de tioles de proteinas, ambos
basados en el efecto de GSH/GSSG afiadido. Otra revisién (Rudolph 1996) puso énfasis en los aditivos usados
durante el replegamiento que pueden afectar a la solubilidad y estabilidad de la proteina desplegada, los productos
intermedios de plegamiento y la proteina plegada nativa. Los autores sugieren un protocolo basico genérico para la
solubilizacion y replegamiento: solubilizacion con GuHCI 6 My DTT 100 mM a pH 8. Se eliminan agentes reductores
mediante dialisis y se ajusta el pH a 4,5. Se realiza plegamiento mediante dilucién elevada (1:200) en un tampon con
EDTA y GSH/GSSG, a pH de 7,5 a 8,5.

Dietrich 2003 describe la solubilizacién de proteinas a partir de cuerpos de inclusiéon E. coli con GuHCI 6 M en
condiciones reductoras (DTE). La incubacion de replegamiento se definido a pH 9 en arginina 1 M en presencia de
GSH/GSSG. Se realizd purificacion final usando cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) seguido por
cromatografia de intercambio catiénico (CEX) usando SP Sepharose. Una nota de aplicacion disponible de GE
Healthcare 2007 (nota de aplicacion 18-1112-33, 1-4) también revis6é protocolos generales. La solubilizaciéon se
recomienda con urea 8 M o GuHCI 6 M. Se menciond el replegamiento como dialisis lenta o dilucién cercana a pH
neutro. Alternativamente puede usarse una etapa cromatografica para el replegamiento. Los métodos
cromatograficos sugeridos comprenden cromatografia de exclusién molecular (SEC), cromatografia de intercambio
idnico (IEX) y cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) que se sugiere en lugar de dialisis o dilucion. El
documento WO00/02901 describe un método general para replegar aplicando alta presion dentro de un tanque de
replegamiento. Opcionalmente, estan presentes agentes caotropicos y/o compuestos rédox (DTT/GSSG) en los
tampones de replegamiento.

Desde los afios 80, existe una historia larga de desarrollo de métodos para producir G-CSF recombinante
biol6gicamente activo. La mayoria de las publicaciones describen la produccion en E. coli. En este huésped, G-CSF
se expresa bien y se acumula normalmente en cuerpos de inclusion. Otros sistemas de expresion usados fueron,
por ejemplo, células CHO (Holloway 1994), células humanas (documento WO01/04154), o levadura (documento
US5055555). Zsebo 1986 describid la solubilizacion de G-CSF con sarcosilo al 2% y la purificacién de G-CSF
soluble mediante cromatografias AEX y CEX. El documento WO87/01132 describe G-CSF humano derivado de E.
coli (filgrastim). Se describieron dos métodos alternativos para el replegamiento/purificacion: procedimiento 1): se
solubilizé G-CSF con &cido laurico al 1% (un acido graso C15 saturado) y se oxidé con CuSO4 40 uM seguido por
purificacion por HPLC de un material C4. Procedimiento 2): se realiz6 solubilizacion con sarcosilo al 2% y oxidacién
con CuSO4 20 uM. EI G-CSF se precipitd con acetona, se solubilizé de nuevo con GuHCI 6 M y se despleg6 por esta
condiciéon. Tras la eliminacion de GuHCI mediante cromatografia de gel (Sephadex G-25, una etapa de
replegamiento), la posterior cromatografia fue CEX (CM-celulosa) seguido por una cromatografia de exclusion
molecular final (SEC, Sephadex G-75). Se us6 un agente solubilizante por Devlin 1988, que solubilizd el IB-
sedimento con SDS al 10% y purificé el G-CSF cargado con SDS mediante SEC (Sephacryl S-200 en SDS al 0,1%)
seguido por cromatografia liquida de alta presion de fase inversa (RP-HPLC, Vydac C4).

Estas publicaciones tempranas se centraron en construir sistemas de expresion adecuados y obtener sustancia
purificada para caracterizacion adicional de G-CSF, en vez de proporcionar procedimientos de replegamiento y
purificacion adecuados para la produccion comercial a gran escala de G-CSF recombinante. Se publicé un
procedimiento mas avanzado en el documento WO89/10932, que describe métodos para la purificaciéon de G-CSF
humano y bovino a partir de IB de E. coli Los IB se trataron con detergentes (desoxicolato) para extraer
contaminantes. Se us6 sarcosilo para solubilizar G-CSF. Se realizd oxidacién con CuSOs. Se describieron
procedimientos adicionales en Lu 1992 y Heidari 2001.

Se han publicado varias alternativas a los métodos anteriores para la solubilizacién y replegamiento oxidativo,
incluyendo el método del documento WO89/10932 usando sarcosilo al 2%/CuSOs4 40 uM. La mayoria de estas
estrategias siguieron el enfoque general clasico de solubilizaciéon (Marston 1986, Rudolph 1990, Rudolph 1996,
véase lo anterior), usando desnaturalizantes fuertes tales como GuHCI y urea, rompiendo completamente enlaces
de hidrégeno en condiciones reductoras a pH alcalino. Especialmente, las publicaciones mas recientes preferian el
replegamiento de G-CSF solubilizado con GuHCI o urea. Por ejemplo, Wingfield 1988 describe la purificacion de un
G-CSF de tipo natural y una muteina de IB de E. coli. Se realiz6 la solubilizacion con GuHCI 6 M. Se realizé una
primera purificacion con proteina desplegada en SEC (Sephacryl S200) en presencia de GuHCI 4 M. Entonces se
oxidé G-CSF y se replegd mediante dialisis contra urea 3 My se purificé adicionalmente con CEX (CM-Sepharose) y
SEC (Ultrogel AcA54). Un articulo de Kang 1998 describio la expresion de N-met-hu-G-CSF en IB de E. coli. G-CSF
se solubilizé con urea 2 M en condiciones alcalinas. Se inicié el replegamiento mediante dilucion e incubacion
durante 16 h a temperatura ambiente. Luego se redujo el pH a pH 5,5 y se eliminaron los precipitados emergentes.
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Se realizaron dos cromatografias posteriores, una etapa de CEX (SP Sepharose) se siguié por una etapa de
cromatofocalizacién (PBE94) usando politampones. El documento W098/53072 divulga un G-CSF que lleva un
péptido lider pequefio en el extremo N-terminal que se expresé en E. coli sin escision del péptido sefal y por tanto
se acumulé en IB. Se realizé solubilizacion en urea 8 M en condiciones reductoras (DTT 10 mM). ElI G-CSF
solubilizado se sometié a AEX (DEAE-Sepharose) seguido por SEC (Sephacryl 200). Se describié un replegamiento
oxidativo que comprendia una incubacién mas bien corta en presencia de GSH 2 mM. En otra publicacion (Wang
2005) los cuerpos de inclusion se solubilizaron con urea 8 M en presencia de 2-ME 100 mM y EDTA 5 mM a pH 8.
Se realizé un replegamiento unido a matriz durante la posterior cromatografia AEX (Q-Sepharose). G-CSF se unié a
la columna y mientras permanece unido, se redujo la concentracion de urea en la fase maovil. EI tampén contenia
GSH/GSSG y el G-CSF eluido era biolégicamente activo. Métodos adicionales se describen en los documentos
WO01/87925 y WO2004/015124. El documento W0O2004/001056 divulga un método que comprende una primera
incubacion a pH 8 durante 6 horas seguido por una segunda incubacion a pH 4-5 durante 6-8 horas. El documento
WO02006/097944 describe que se solubilizan IB con urea o GuHCI (2-6 M) a pH alcalino (8-11) y se realiz6 el
replegamiento tras dilucion a pH acido durante 6-16 h a temperatura ambiente. El documento W02006/135176 trata
con muteinas de G-CSF que se purificaron para pegilacion posterior. Se expresaron las variantes de G-CSF en E.
coli y se solubilizaron a partir de IB usando urea 8 M a pH 11. Se realizé replegamiento diluyendo a urea 2 M y
glicina 50 mM y se incubd a pH 9 durante la noche. El documento EP1630173 divulga métodos para aislar y replegar
G-CSF (filgrastim) a partir de 1B de E. coli Los métodos se basan en la extracciéon con desnaturalizantes,
preferiblemente GuHCI. Se realizé replegamiento en presencia de GSH/GSSG, pH elevado y bajas temperaturas. El
documento EP1837346 describe métodos para aislar, replegar y purificar G-CSF (filgrastim) expresado en IB de E.
coli. Se usé GuHCI para la solubilizacion y se realizo el replegamiento en presencia de GSH. Se aplicé una posterior
cromatografia de gel (Sephadex G-25) para la eliminacion de desnaturalizantes y tampon.

Rao 2008 describe un procedimiento para la produccién de G-CSF a partir de IB de E. coli. Se disolvieron los IB en
urea 2M en presencia de cisteina 25 mM a valores de pH inusualmente elevados (pH 12-12,8). Se describieron
métodos similares para la solubilizacion, el replegamiento y la purificacion de G-CSF (filgrastim) por Vanz 2008.
Khalilzadeh 2008 sugiri6 modificaciones para el método usando sarcosilo/CuSO4 descrito anteriormente. La
solubilizacion de IB lavados se realizé con urea 8 M. Se realizd replegamiento mediante dialisis por etapas para
reducir la urea desde 8 M hasta 0 M. La concentracion de CuSO4 oscild entre 5y 60 mM, y se mostré un éptimo para
40 pM. La secuencia cromatografica consiste en tres etapas, AEX (DEAE) seguido por HIC (Butil) y una SEC final
(Sephadex G-25). El documento W02008/096370 también describe el replegamiento y la purificacion de huG-CSF a
partir de 1B de E. coli. Se solubilizé G-CSF con urea en presencia de DTT y se elevo el pH hasta pH 12-12,5.
Finalmente, el documento W02010/146599 divulga la solubilizaciéon de G-CSF con GuHCI 6 M y reduccion con DTT.
Para el replegamiento, se compuso un tampon complejo que consistia en urea 2 M, arginina 0,1 M, sacarosa al 10%,
EDTA 2 mMy que incluia agentes de permutacion de 6xido tales como Na 10 mM-ascorbato/dihidroascorbato/DTT o
GSH/GSSG o cisteina/cistina (rédox).

Existe una necesidad continua de métodos nuevos para obtener G-CSF a partir de cuerpos de inclusion.
Sumario de la invencion

La invencion se refiere a métodos nuevos para el replegamiento de factor estimulante de colonias de granulocitos
recombinante (G-CSF) extraido a partir de cuerpos de inclusién en moléculas biolégicamente activas. Los métodos
comprenden la solubilizacion de GCSF con un agente solubilizante, la oxidacion y replegamiento parcial de G-CSF
en presencia de un agente solubilizante de este tipo, la eliminacion eficaz del agente solubilizante, y la finalizacion
de replegamiento en ausencia de un agente solubilizante. Se divulgan diversos métodos para separar el agente
solubilizante del G-CSF parcialmente replegado.

Sorprendentemente, los inventores han encontrado que la combinacién de dos etapas de replegamiento aumenta el
rendimiento para G-CSF correctamente plegado de forma significativa.

Se divulgan nuevos métodos para el replegamiento de factor estimulante de colonias de granulocitos recombinante
(G-CSF) a partir de cuerpos de inclusion. Los métodos comprenden dos etapas de replegamiento. En particular, los
métodos comprenden la solubilizacion de G-CSF con un agente solubilizante, el replegamiento oxidativo (primera
etapa de replegamiento) de G-CSF en presencia del agente solubilizante y un agente oxidante, la eliminacion eficaz
del agente solubilizante, y una segunda etapa de replegamiento para completar el plegamiento de G-CSF en
ausencia del agente solubilizante. Se describen diversos métodos para la eliminacion eficaz del agente solubilizante
de G-CSF parcialmente replegado. La divulgacion proporciona ademas procedimientos para la posterior purificacion
de G-CSF replegado usando cromatografia de intercambio i6nico.

La invencién proporciona:

[1] Un método para replegar factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) a partir de cuerpos de inclusion,
que comprende:

a) solubilizar G-CSF en presencia de un agente solubilizante;
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b) realizar una primera etapa de replegamiento y oxidacién, que comprenden incubar el G-CSF solubilizado en
presencia de un agente oxidante y el agente solubilizante;

c) eliminar el agente solubilizante mediante adsorcién con resina de intercambio i6nico y/o cromatografia de
intercambio idnico, y realizar opcionalmente una precipitacion con acido; y

d) realizar una segunda etapa de replegamiento, que comprende diluir con un tampdén de baja conductividad, o mas
preferiblemente agua, e incubar el G-CSF de la etapa (c),

en el que la segunda etapa de replegamiento se realiza en un tampon de baja conductividad que tiene una
conductividad de al menos por debajo de 2 mS/cm y durante mas de 12 horas.

[2] EI método segun [1], en el que los cuerpos de inclusidon son de un microorganismo, preferiblemente de E. coli.
[3] EI método segun [1] o [2], en el que el G-CSF es metionil-G-CSF recombinante bovino o humano.

[4] EI método segun uno cualquiera de [1] a [3], en el que el agente solubilizante es N-lauroilsarcosina.

[5] EI método segun uno cualquiera de [1] a [4], en el que el agente oxidante es CuSOs,.

[6] EI método segun uno cualquiera de [1] a [5], en el que la solubilizacién de G-CSF se realiza a un valor de pH
mayor que pH 7.

[7] El método segun uno cualquiera de [1] a [6], en el que el agente solubilizante es N-lauroilsarcosina a una
concentracion del 0,5% al 1,5%.

[8] EI método segun uno cualquiera de [1] a [7], en el que la primera etapa de replegamiento y oxidacion se realiza
durante al menos dos horas.

[9] El método segun uno cualquiera de [1] a [8], en el que la primera etapa de replegamiento y oxidacion se realiza
con flujo de aire y sin enfriamiento.

[10] EI método segun uno cualquiera de [1] a [9], en el que la primera etapa de replegamiento y oxidacion se realiza
a un valor de pH de 7-9 y/o a una temperatura de 20-28°C y/o durante 15-25 horas.

[11] El método segun uno cualquiera de [1] a [10], en el que la eliminacién del agente solubilizante en la etapa (c)
comprende: AEX y CEX, opcionalmente en este orden.

[12] El método segun uno cualquiera de [1] a [11], en el que la eliminacién del agente solubilizante en la etapa (c)
comprende:

a) unién a un material de resina de intercambio anidnico mezclando la disolucién de G-CSF con el material de resina
en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion, y/o

b) cromatografia de intercambio idnico en condiciones en las que el agente solubilizante se une a la resina y G-CSF
permanece en el flujo directo y/o,

c) cromatografia de intercambio idnico en condiciones en las que G-CSF se une a la resina y el agente solubilizante
permanece en el flujo directo.

[13] El método segun uno cualquiera de [1] a [12], en el que el agente solubilizante y otras impurezas se eliminan
mediante la aplicacion secuencial de las siguientes etapas:

(i) AEX,

(i) precipitacion con acido,
(ii) AEX, y

(iv) CEX.

[14] El método segun uno cualquiera de [1] a [13], en el que el agente solubilizante y otras impurezas se eliminan
mediante la aplicacion secuencial de las siguientes etapas:

a) union del agente solubilizante a un material de resina de intercambio anidnico mezclando la disolucion de G-CSF
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con el material de resina en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion;

b) precipitacion de impurezas reduciendo el pH por debajo de pH 5 y mediante la eliminacion del precipitado por
filtracion;

c) cromatografia de intercambio anidnico llevada a cabo en condiciones en las que el agente solubilizante residual
se une a la resina y G-CSF permanece en el flujo directo;

d) cromatografia de intercambio catiénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina y el
agente solubilizante residual permanece en el flujo directo; y

e) elucion de G-CSF unido de la resina de intercambio catiénico mediante elucidn por etapas o en gradiente usando
un tampon de eluciéon con pH o concentracién de sal aumentados.

[15] El método segun uno cualquiera de [1] a [14], en el que la segunda etapa de replegamiento se realiza en
condiciones de refrigeracion.

[16] El método segun uno cualquiera de [1] a [15], en el que la segunda etapa de replegamiento se realiza a una
temperatura de 2-8°C y/o durante al menos 24 horas.

[17] EI método seguin uno cualquiera de [1] a [16], en el que la segunda etapa de replegamiento se realiza a un valor
de pH por encima de pH 7.

[18] EI método segun uno cualquiera de [1] a [17], en el que el método comprende ademas una etapa de pulido, que
comprende una o mas cromatografias de intercambio idnico en las que opcionalmente la una o mas cromatografias
de intercambio idnico en la etapa de pulido comprende(n) una cromatografia de intercambio anionico seguida por
una cromatografia de intercambio cationico.

[19] El método de [18], en el que la una o mas cromatografias de intercambio i6nico comprende(n) las siguientes
etapas:

a) cromatografia de intercambio aniénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina;

b) elucién de G-CSF unido mediante elucion por etapas o en gradiente usando un tampén de elucion con un pH
disminuido o una concentracion de sal aumentada;

c) cromatografia de intercambio catiénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina;

d) elucion de G-CSF unido mediante elucion por etapas o en gradiente usando un tampén de eluciéon con pH o
concentracion de sal aumentados;

caracterizado porque los polimeros de estructura principal de las resinas de intercambio aniénico y cationico, ambos
comprenden derivados de metacrilato.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método para replegar factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF) a partir de cuerpos de inclusién, que comprende:

a) solubilizar G-CSF en presencia de un agente solubilizante;

b) realizar una primera etapa de replegamiento y oxidacion, que comprende incubar el G-CSF solubilizado en
presencia de un agente oxidante y el agente solubilizante;

c) eliminar el agente solubilizante mediante adsorcién con resina de intercambio i6nico y/o cromatografia de
intercambio idnico, y realizar opcionalmente una precipitacion con acido; y

d) realizar una segunda etapa de replegamiento, que comprende diluir e incubar el G-CSF de la etapa (c) en
ausencia de agente solubilizante.

Los cuerpos de inclusion pueden obtenerse de un microorganismo, preferiblemente de E. coli. EI G-CSF puede ser
G-CSF recombinante bovino o humano, puede ser metionil-G-CSF bovino o humano. El agente solubilizante puede
ser N-lauroilsarcosina. El agente oxidante puede ser CuSOs. La solubilizacion de G-CSF puede realizarse a un valor
de pH mayor que pH 7.

En algunas realizaciones, el agente solubilizante es N-lauroilsarcosina a una concentracioén de aproximadamente el
0,5% a aproximadamente el 1,5%.
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En alguna realizacion, la primera etapa de replegamiento y oxidacion se realiza durante al menos dos horas. En
algunas realizaciones, la primera etapa de replegamiento y oxidacion se realiza con flujo de aire y sin enfriamiento.
En algunas realizaciones la primera etapa de replegamiento y oxidacion se realiza a un valor de pH de
aproximadamente 7-9 y a una temperatura de aproximadamente 20-28°C durante aproximadamente 15-25 horas.

En algunas realizaciones, la eliminacion del agente solubilizante en la etapa (c) anterior comprende: AEX
(intercambio anionico) y CEX (intercambio catiénico), opcionalmente en este orden. En algunas realizaciones, la
eliminacién del agente solubilizante en la etapa (c) anterior comprende:

a) unién a un material de resina de intercambio anidnico mezclando la disolucién de G-CSF con el material de resina
en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion, y/o

b) cromatografia de intercambio idnico en condiciones en las que el agente solubilizante se une a la resina y G-CSF
permanece en el flujo directo y/o,

c) cromatografia de intercambio idnico en condiciones en las que G-CSF se une a la resina y el agente solubilizante
permanece en el flujo directo.

En algunas realizaciones, el agente solubilizante y otras impurezas se eliminan mediante la aplicacion secuencial de
las siguientes etapas: AEX, precipitacion con acido, AEX, y CEX.

En algunas realizaciones, el agente solubilizante y otras impurezas se eliminan mediante la aplicacion secuencial de
las siguientes etapas:

a) union del agente solubilizante a un material de resina de intercambio anidnico mezclando la disoluciéon de G-CSF
con el material de resina en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion;

b) precipitacion de impurezas reduciendo el pH por debajo de pH 5 y mediante la eliminacion del precipitado por
filtracion;

c) cromatografia de intercambio anidnico llevada a cabo en condiciones en las que el agente solubilizante residual
se une a la resina y G-CSF permanece en el flujo directo;

d) cromatografia de intercambio catiénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina y el
agente solubilizante residual permanece en el flujo directo; y

e) elucion de G-CSF unido de la resina de intercambio catiénico mediante elucion por etapas o en gradiente usando
un tampon de elucién con pH o concentraciéon de sal aumentados.

En algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, la segunda etapa de replegamiento se
realiza en un tampon de baja conductividad y/o en condiciones de refrigeracion y/o durante mas de 12 horas. En
algunas realizaciones, la segunda etapa de replegamiento se realiza a una conductividad por debajo de 2,0 mS/cm,
y/o a una temperatura de aproximadamente 2-8°C y/o durante al menos 24 horas. En algunas realizaciones, la
segunda etapa de replegamiento se realiza a un valor de pH por encima de pH 7. En algunas realizaciones, los
métodos descritos en el presente documento comprenden ademas una etapa de pulido, que comprende una o mas
cromatografias de intercambio i6nico. La una o mas cromatografias de intercambio i6nico en la etapa de pulido
pueden comprender una cromatografia de intercambio anidnico seguida por una cromatografia de intercambio
cationico.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para la purificacion de G-CSF y/o eliminacion de un
agente solubilizante usado para la solubilizacion de G-CSF a partir de cuerpos de inclusién que comprende las
siguientes etapas:

a) cromatografia de intercambio aniénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina;

b) elucién de G-CSF unido mediante elucion por etapas o en gradiente usando un tampén de elucion con un pH
disminuido o una concentracion de sal aumentada;

c) cromatografia de intercambio catiénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina;

d) elucion de G-CSF unido mediante elucion por etapas o en gradiente usando un tampén de eluciéon con pH o
concentracion de sal aumentados;

caracterizado porque los polimeros de estructura principal de las resinas de intercambio aniénico y cationico, ambos
comprenden derivados de metacrilato.
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Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invenciéon proporciona métodos nuevos tal como se reivindica para replegar factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF). En particular, proporciona métodos nuevos tal como se reivindica para obtener G-
CSF activo a partir de cuerpos de inclusién a alto rendimiento, lo que permite la produccién industrial de G-CSF
purificado.

Un objetivo de la presente invencién era proporcionar un procedimiento de produccion eficaz a una escala industrial
para un principio activo de G-CSF recombinante de alta pureza (hasta grado farmacéutico), considerando las
necesidades de calidad, economia y regulatorias. La presente invencion proporciona un método nuevo tal como se
reivindica para replegar y purificar G-CSF recombinante expresado en cuerpos de inclusion.

La técnica anterior describe varios métodos para solubilizar y replegar G-CSF a partir de cuerpos de inclusién. Tal
como se sefald anteriormente (véanse los Antecedentes) la técnica anterior sobre la solubilizacion y el
replegamiento de proteinas de IB (y en particular con respecto a G-CSF) puede dividirse en dos diferentes
estrategias principales. El enfoque mas clasico es el uso de un agente caotrépico fuerte (desnaturalizante) tal como
urea o GuHCI, normalmente en condiciones reductoras y pH alcalino. La segunda estrategia, que también se usa
comunmente en el campo, es el uso de un surfactante fuerte, tal como sarcosilo o acido ladrico para solubilizacion.
Esporadicamente, también se describié el uso de dodecil sulfato de sodio (SDS), un detergente idnico fuerte, para la
solubilizacion de G-CSF (Devlin 1988).

Cada uno de los métodos de la técnica anterior tiene determinadas desventajas. Tal como se demuestra en
experimentos realizados por los inventores, SDS como agente solubilizante no era adecuado porque una eliminacion
eficaz era dificil, si no imposible. Por ejemplo, cuando se elimina SDS mediante cromatografia en hidroxiapatita
ceramica (CHT), cantidades traza de SDS permanecieron unidas a la proteina. SDS no pudo eliminarse
completamente. La solubilizacién con GuHCI (Wingfield 1988, Dietrich 2003, documentos WO02006/097944,
EP16301273, EP1837346, W02010/146599) es problematica por otros motivos. Aunque GuHCI puede eliminarse
por didlisis o cromatografia de gel, el método de solubilizacion de GuHCI requiere posteriormente grandes
volumenes provocado por la necesidad de una fuerte dilucién para evitar la agregacién de productos intermedios de
plegamiento (Rudolph 1990, Rudolph 1996) durante la incubacion de replegamiento. Se describieron diluciones de
hasta 1:200 (Rudolph 1996). En los métodos de GuHCI sometidos a prueba por los inventores, se confirmé el
requisito de una fuerte dilucién y se requirid al menos una razon de dilucion de 1:50 para rendimientos 6ptimos
usando el método de GuHCI. Este tipo de solubilizacion requeriria grandes tanques de acero inoxidable para
procedimientos a gran escala, lo que no resulta econémico.

En lugar de GuHCI, se ha descrito otro desnaturalizante, urea, para su uso en la solubilizacion de G-CSF. Se
aplicaron concentraciones casi saturadas tales como urea 8 M en la técnica anterior (documentos W098/53072,
WO01/87925, WO2006/135176, Khalilzadeh 2008, W02008096370). Los mismos problemas que los comentados
con respecto a GUHCI se aplican también a la urea. Ademas, el experto en la técnica conoce bien que la presencia
de urea, especialmente a pH alcalino, puede favorecer una modificacion de proteinas no deseada, tal como
desamidacion. Ademas, la presencia de acido isocianico, que puede generarse a partir de cianato de amonio (que
esta siempre en equilibro con urea en disolucion), da como resultado la carbamilaciéon de grupos amino primarios
(Rudolph 1996). Finalmente, también se ha descrito en la técnica que puede haber un beneficio para el rendimiento
cuando el inhibidor de la agregacion arginina esta presente como codesnaturalizante en alta concentracion durante
el replegamiento (documento EP0219874, Rudolph 1996, Dietrich 2003). Sin embargo, la arginina es un reactivo
costoso y seria economicamente deseable abandonar el uso de arginina.

Tal como se mencioné anteriormente, el surfactante sarcosilo también puede usarse para la solubilizacién de G-CSF
a partir de IB. Preferiblemente, se usé sarcosilo al 2% (Zsebo 1986, documentos WO8701132, WO8910932, Lu
1992, Heidari 2001). El sarcosilo es un tensioactivo aniénico con buena solubilidad. Una ventaja de usar sarcosilo es
el menor factor de dilucién (2 veces en lugar de 50-200 veces para GuHCl/urea) requerido durante la posterior
incubacion de replegamiento. Otra ventaja es la produccion relativamente baja de productos quimicos de residuo
para el medio ambiente. Sin embargo, cuando se usa el método originalmente descrito, los presentes inventores
observaron en sus experimentos rendimientos mas bien bajos tras el replegamiento en relacién con una variacion
elevada entre lotes. Surfactantes como el sarcosilo facilitan generalmente la solubilizaciéon aumentando la solubilidad
de proteinas en general. Puesto que el sarcosilo no desnaturaliza y despliega proteinas como hacen los agentes
caotropicos, proteinas de IB plegadas inicialmente de manera incorrecta no pueden replegarse mas tarde; por tanto,
el rendimiento debe ser menor cuando se compara con el método de GuHCl/urea.

La presente invencion supera las desventajas de la técnica anterior.

Los presentes inventores proporcionan un nuevo método para obtener G-CSF replegado, que aborda los problemas
asociados con los métodos de la técnica anterior. Se encontré sorprendentemente que usando una primera etapa de
replegamiento oxidativo en presencia de un agente solubilizante, seguido por una etapa de eliminacion eficaz del
agente solubilizante (por ejemplo, mediante adsorcion de resina de intercambio idnico y/o precipitacion con acido y/o
cromatografia de intercambio idnico), seguido por una segunda etapa de replegamiento que comprende diluir el G-
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CSF e incubarlo en ausencia de agente solubilizante, pueden obtenerse rendimientos aumentados de G-CSF
soluble monomérico, es decir, mediante los métodos descritos en el presente documento, se obtiene G-CSF
replegado. La presente invencion se refiere, por tanto, a métodos nuevos para producir G-CSF biolégicamente activo
a partir de precursores inactivos en cuerpos de inclusién. La sobreexpresion de polipéptidos recombinantes
heterélogos en microorganismos a menudo da como resultado la formacién de cuerpos de inclusién, en los que los
polipéptidos se despliegan, se reducen y son inactivos, y al menos parcialmente insolubles en tampones acuosos
comunes. En el presente documento se divulgan métodos nuevos para el replegamiento de factor estimulante de
colonias de granulocitos recombinante (G-CSF) a partir de cuerpos de inclusién. Particularmente, esta invencién se
refiere a un nuevo método de replegamiento que comprende dos etapas de replegamiento. Los métodos
comprenden la solubilizacién de G-CSF con un agente solubilizante, el replegamiento oxidativo (una “primera etapa
de replegamiento y oxidacion”) de G-CSF en presencia del agente solubilizante y un agente oxidante, la eliminacion
eficaz del agente solubilizante, y una segunda etapa de replegamiento para completar el plegamiento de G-CSF en
ausencia de un agente solubilizante.

La invencion también se refiere a una nueva combinacion de etapas de replegamiento y purificacion. Tras una
primera etapa de replegamiento, se introduce una etapa de purificacion intermedia nueva para garantizar eliminacion
eficaz de los agentes solubilizantes y oxidantes, antes de que se realice la segunda etapa de replegamiento para
completar el plegamiento de G-CSF. La presente invencion también se refiere a métodos nuevos para la eliminacion
de agentes solubilizantes y otros usados en los procedimientos de replegamiento en general.

El principio principal de los métodos recientemente descritos se representa esquematicamente en la figura 1 (junto
con etapas de pulido posteriores opcionales). Brevemente, el método comprende:

a) solubilizar G-CSF a partir de cuerpos de inclusion usando un agente solubilizante (opcionalmente precedido por
extraccion y/o aislamiento y/o lavado de los cuerpos de inclusion); y

b) oxidar y replegar parcialmente G-CSF solubilizado mediante incubacion en presencia de un agente oxidante y el
agente solubilizante; y

c) eliminar el agente solubilizante (y otras impurezas); y
d) finalizar el replegamiento mediante dilucién e incubacion de G-CSF parcialmente replegado.
Por tanto, la segunda etapa de replegamiento se realiza en ausencia del agente solubilizante.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencion proporciona un método tal como se reivindica para replegar factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), a partir de cuerpos de inclusion, que comprende:

(a) solubilizar G-CSF en presencia de un agente solubilizante; y

(b) una primera etapa de replegamiento y oxidacién, que comprenden incubar el G-CSF solubilizado en presencia de
un agente oxidante y el agente solubilizante; y

(c) eliminar el agente solubilizante mediante adsorcién con resina de intercambio iénico y/o precipitacion con acido
y/o cromatografia de intercambio i6nico; y

(d) una segunda etapa de replegamiento, que comprende diluir e incubar el G-CSF de la etapa (c) en ausencia de un
agente solubilizante.

Los cuerpos de inclusién pueden obtenerse de un microorganismo. El microorganismo puede, por ejemplo, producir
G-CSF de manera recombinante. Por tanto, el método puede comprender ademas opcionalmente una etapa de
asilamiento de los cuerpos de inclusion a partir de una célula microbiana.

Cuerpos de inclusién

La presente divulgacion proporciona métodos para replegar G-CSF a partir de cuerpos de inclusion. En el pasado,
se han sometido a prueba varios sistemas de expresion diferentes para determinar su capacidad de producir G-CSF
en grandes cantidades. Todas las cepas bacterianas que se sometieron a prueba expresan la proteina de G-CSF en
forma de cuerpos de inclusion (IB). Los cuerpos de inclusion (IB) contienen G-CSF en grandes cantidades, sin
embargo, en forma desplegada e inactiva. Pueden usarse fracciones de cuerpos de inclusion aislados, y
preferiblemente lavados, como material de partida para los métodos descritos en el presente documento. Tales
preparaciones de cuerpos de inclusién pueden proporcionarse mediante sistemas de expresion adecuados,
condiciones de fermentacion, procedimientos de recogida y lisis, y métodos adecuados para el aislamiento y lavado
de los IB. Tales métodos se divulgan en la técnica anterior (véase, por ejemplo, Rudolph 1990, Rudolph 1996,
Heidari 2001, Khalilzadeh 2008, Rao 2008, Vanz 2008, documentos US5849883, EP0219874, EP1630173 o
WO02004001056). Los procedimientos para extraer los cuerpos de inclusion a partir de las células huésped
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comprenden generalmente lisis y disrupcion de las células seguido por centrifugacion. Los cuerpos de inclusion
pueden obtenerse recogiendo las células en un separador (por ejemplo, mediante centrifugacion, por ejemplo a
11000 g), alterando mecanicamente las células con un homogeneizador a alta presion (por ejemplo, a
aproximadamente 1000 bar) y luego separando los cuerpos de inclusion de residuos celulares en un separador (por
ejemplo, mediante centrifugacion, por ejemplo a 11000 g). El sedimento que comprende una gran proporcion de
cuerpos de inclusion clasicos se lava habitualmente con detergentes. Los cuerpos de inclusion pueden congelarse y
almacenarse antes de la solubilizacion de G-CSF. Se encontré que IB que se separaron de residuos celulares en un
separador y se almacenaron en tampon reductor a -80°C eran estables hasta 8 meses.

Los cuerpos de inclusién pueden obtenerse a partir de células microbianas. Los métodos descritos en el presente
documento pueden, por tanto, comprender una etapa de extraccién de los cuerpos de inclusion a partir de una célula
huésped microbiana. La célula huésped microbiana usada para la expresiéon de G-CSF puede ser una célula de
levadura, una célula de hongo filamentoso o una célula bacteriana. En realizaciones preferidas, los microorganismos
son bacterias, en realizaciones mas preferidas son bacterias gram-negativas, y lo mas preferiblemente son E. coli.
Los cuerpos de inclusién pueden, por tanto, obtenerse a partir de una célula de E. coli.

G-CSF

“G-CSF” tal como se usa en el presente documento en el contexto de la invencion incluye especies ortélogas de G-
CSF, tales como, por ejemplo, G-CSF humano, G-CSF bovino, etc. La secuencia de aminoacidos de G-CSF humano
es (SEQ ID NO: 1):

TPLGPASSLPOSFLLECLEQVREIQGDGAALOERLCATYKLCHPEELVLLGHSLGI PWA
PLSSCPSQALQLAGCLSOLHSGLF LY QGLLOALEGI SPELGPTLDTLOLDVADFATT IWQ
OMEBELGMAPALOQPTOGANPAFASAFORRAGGVLVASHLOSFLEVSYRVLRHLAQP

que, por ejemplo, puede encontrarse en Holloway, 1994, o en el n.° de registro Drugbank DB00099.
La secuencia de G-CSF bovino es (SEQ ID NO: 2):

TPLGPARSLPOSFLLECLEQVREIDADGAELOERLCAAHKLCHPEELMLLRHSLGTPQAP -
LSSCES0SLOLRGCLNOLHGGLFLYQGLLOALAGI SPELAPTLDTLOLDVTDFATN IWLQ
MEDLGAAPAVOPTQGC AMPTFTSAFQRRAGGVLVASQLHRFLELAYRGLRYLAEP

que puede encontrarse, por ejemplo, en la figura 7 del documento US US5849883, o en el n.° de registro PDB:
1BGC-A.

En realizaciones preferidas, el G-CSF es G-CSF de mamifero, en realizaciones particularmente preferidas es G-CSF
humano. En algunas realizaciones preferidas, el polipéptido recombinante es metionil-G-CSF (Met-G-CSF), tal como
Met-G-CSF humano (r-met-hu-G-CSF = filgrastim). La secuencia de filgrastim es (SEQ ID NO: 3):

MTPLGPASSLPOSFLLKCLEQVREIQGDGAALQEKLCATYKLCHPERELVLLGHSLGIPWA
PLESCPSQALOLAGCLSQLHSGLFLYOGLLOALEGISPELGPTLDTLOLDVADFATTIWY
OMEELGMAPALOPTQGAMPAFASAFORRAGCVLVASHLOSFLEVSYRVLRHLAQP

Puede proporcionarse igualmente G-CSF bovino como metionil-G-CSF bovino.

“G-CSF” tal como se usa en el presente documento en el contexto de la invencion incluye variantes funcionales de
G-CSF. La referencia a “variante” en el presente documento significa referencia a “variante funcional”, a menos que
el contexto indique lo contrario. Una variante de proteina de G-CSF se refiere a una proteina que difiere de la
secuencia de proteinas de G-CSF, pero aun tiene la misma actividad biolégica (variante funcional). Una “variante” de
proteina de G-CSF se refiere a una proteina que difiere de la secuencia de proteinas de G-CSF de referencia (tal
como la secuencia de G-CSF humano) en uno o mas aminoacido(s). Una “variante” puede, alternativamente o
ademas, tener otras modificaciones tales como, por ejemplo, metilacion, pegilacion, succinilacion, adicion de
etiquetas o marcadores, etc. la variante puede ser G-CSF enzimatica o quimicamente modificado. Puede ser una
proteina de fusién fusionada con otro péptido o polipéptido.

En realizaciones preferidas, el G-CSF esta pegilado.
“Variantes” pueden ser variantes naturales, incluyendo variantes alélicas o variantes de empalme (véase, por

ejemplo, Zsebo 1986), incluyendo variantes alélicas, o variantes sintéticamente generadas. Se mostré en la técnica
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anterior que formas modificadas de G-CSF se expresan en cuerpos de inclusion. Por ejemplo, el documento
EPO0719860 describe en los ejemplos 2 y 3 la construccion y produccion de G-CSF bovino modificado, que se
expresan en cuerpos de inclusién. Por tanto, pueden obtenerse variantes usando los métodos descritos en el
presente documento.

En algunas realizaciones, la variante de G-CSF es una proteina que comparte al menos el 70%, al menos el 80%, al
menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el
96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%, o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 3 (r-met-hu-G-CSF = filgrastim). La identidad de secuencia puede determinarse usando herramientas de
analisis de secuencias convencionales, tales como por ejemplo Clustal, BLAST, etc. o algoritmos de alineacion tales
como por ejemplo el algoritmo de Needleman-Wunsch, algoritmo de Smith-Waterman, etc. La variante puede tener
una o mas sustituciones de aminoacidos conservadoras. Una sustitucion de aminoacido es conservadora, si un
aminoacido se intercambia con un aminoacido que tiene propiedades similares, por ejemplo, un aminoacido polar
con otro aminoacido polar, un aminoacido acido con otro aminoacido acido, etc. Las sustituciones conservadoras es
menos probable que afecten a las propiedades quimicas y, por tanto, la funcion de la proteina. Las “variantes” con
respecto a G-CSF incluyen por tanto proteinas que tienen una o mas mutaciones, deleciones, sustituciones,
inserciones y/o modificaciones de uno o mas aminoacidos en comparacion con SEQ ID NO: 3, siempre que la
variante de G-CSF aun presente la misma funcidon biolégica que G-CSF (funcionalmente equivalente). Si una
variante tiene la misma funcién biolégica puede someterse a prueba en ensayos que determinan la actividad
biolégica de G-CSF (tal como se comenta a continuacion). Puede usarse G-CSF comercialmente disponible como
control de referencia. Puede considerarse que una variante tiene la “misma actividad biolégica”, es decir, que es
“biolégicamente activa” o “activa” si tiene al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 91%, al
menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el
98%, al menos el 99%, o al menos el 99,5% de la actividad de la referencia de G-CSF comercialmente disponible.

Por tanto, la referencia a “G-CSF” en el presente documento incluye referencia a variantes y especies ortologas, es
decir, variantes funcionales, de G-CSF humano.

Solubilizacion

El G-CSF de la fraccion de IB se solubiliza en presencia de un agente solubilizante. Puede usarse cualquier agente
solubilizante adecuado (es decir, cualquier agente que conduce a la solubilizacion de G-CSF tal como se describe
en el presente documento). Tales agentes solubilizantes pueden seleccionarse del, por ejemplo, (pero no se limitan
al) grupo de un desnaturalizante o un agente caotrépico, tal como por ejemplo (pero sin limitarse a) GuHCI o urea, o
del grupo de un detergente, un tensioactivo o un surfactante, tal como por ejemplo (pero sin limitarse a) N-
lauroilsarcosina (sarcosilo), acido laurico, dodecil sulfato de sodio (SDS) o cloruro de N-cetiltrimetilamonio.

Con respecto a sarcosilo, los presentes inventores encontraron que, al contrario de la concentracion descrita
frecuentemente de sarcosilo al 2%, ya se logra solubilizacion maxima a sarcosilo al 1% (p/v). Mas ventajosamente,
al contrario que otros detergentes idnicos como SDS, los presentes inventores encontraron que el sarcosilo puede
eliminarse completamente del producto con una variedad de métodos de purificacion. Finalmente, los presentes
inventores encontraron que una segunda etapa de replegamiento tras la eliminacion eficaz de sarcosilo conduce a
rendimientos aumentados de G-CSF monomérico correctamente plegado.

Por consiguiente, en realizaciones preferidas de la presente invencion el agente solubilizante es un detergente o
surfactante. En realizaciones mas preferidas, el agente solubilizante es un surfactante aniénico, y lo mas
preferiblemente es sarcosilo. La concentracion preferida de sarcosilo durante solubilizacién es del 0,2-2,0% (p/v), en
realizaciones mas preferidas de aproximadamente el 0,5%-1% (p/v) y lo mas preferiblemente de aproximadamente
el 1% (p/v) o el 1% (p/v).

Se encontr6 ademas que la optimizaciéon de otros parametros tales como temperatura, pH, tampoén etc. puede
mejorar adicionalmente el rendimiento. Pueden establecerse la temperatura, el pH, el tampdn etc. éptimos en vista
de la presente descripcion usando los métodos descritos en el presente documento. En realizaciones preferidas, la
solubilizacion se realiza a un pH alcalino, tal como por ejemplo a un pH dentro del intervalo de desde 7 hasta 10, o
desde 7 hasta 9, o desde 7,5 hasta 8,5, o desde 7,8 hasta 8,2. En realizaciones preferidas, el pH es de
aproximadamente 8 o es 8. En algunas realizaciones, la solubilizacion se realiza a temperatura ambiente, es decir
entre 20-25°C. En la técnica se conocen bien tampones adecuados para usarse a intervalos de pH particulares para
la solubilizacién. Por ejemplo, puede usarse Tris-HCI. Preferiblemente, se realiza solubilizacion con agitacion.

En realizaciones preferidas, la solubilizacién se realiza con sarcosilo a pH alcalino, preferiblemente pH 8. El tampon
preferido para la solubilizacion es Tris-HCI/pH 8, preferiblemente Tris-HCI 40 mM/pH 8.

Tras la solubilizacion, puede realizarse una etapa de dilucién, tal como por ejemplo una diluciéon de cinco veces, o
cuatro veces, o tres veces o preferiblemente dos veces. El disolvente preferido para la diluciéon es un tampoén de baja
conductividad o mas preferiblemente tan solo agua. Baja conductividad significa una conductividad de al menos por
debajo de 2 mS/cm, mas preferiblemente por debajo de 1 mS/cm. Un sistema de tampdn adecuado es por ejemplo
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Tris/HCI a concentraciones de Tris 10 mM o menos con un valor de pH mayor de 7. También pueden usarse otros
tampones con la misma baja conductividad y pH.

Primer replegamiento (plegamiento oxidativo)

La oxidacion de las cisteinas reducidas y la formacién de disulfuro es necesaria para el correcto plegamiento de G-
CSF. El enfoque clasico es la oxidacion en presencia de un par de agentes reductores/oxidantes (Rudolph 1990,
Rudolph 1996, véanse los Antecedentes). Se ha publicado numerosas técnicas de replegamiento in vitro.
Basandose en estos protocolos de replegamiento, los presentes inventores han derivados algunos principios
generales que son comunes para proteinas que contienen disulfuros expresadas en cuerpos de inclusion. Debido a
que las proteinas estan en un estado reducido y desplegadas, el mecanismo detras de un procedimiento de
replegamiento de este tipo es principalmente un plegamiento oxidativo de la cadena de polipéptidos en la
conformacioén nativa formando los puentes disulfuro naturales entre los grupos sulfhidrilo de los pares de cisteina. En
un procedimiento de replegamiento tipico, la concentracion del agente solubilizante (agente caotropico o detergente)
disminuye en primer lugar por debajo de concentraciones de desnaturalizacion a menudo mediante diluciéon por
etapas o mediante didlisis o mediante cromatografia de gel, por ejemplo, usando Sephadex G-25. La presencia de
un oxidante tal como CuSO4 o un sistema rédox tal como forma red./ox. de glutation (GSH/GSSG) promueve la
formacién de disulfuros durante la incubacion de replegamiento. Generalmente las incubaciones se realizaron a
temperatura ambiente durante varias horas hasta dias. Se describieron diversos aditivos adicionales que pueden
usarse opcionalmente para aumentar la solubilidad de la proteina y/o evitar la agregacién. La agregacion,
especialmente de productos intermedios parcialmente plegados, es un problema principal durante el replegamiento y
se evita mejor mediante dilucion por debajo de los niveles de concentracion de proteina criticos (Rudolph 1990,
Rudolph 1996). Para G-CSF, la técnica anterior también ensefia la oxidacion mediante el uso de CuSO4 en
combinacion con sarcosilo. El replegamiento se realizé en presencia de agente oxidante y agente solubilizante
(Zsebo 1986, documentos W0O8701132, WO8910932, Lu 1992, Heidari 2001).

Los inventores encontraron que en presencia de agente solubilizante, tal como sarcosilo, el plegamiento de G-CSF
no podia lograrse completamente. Por tanto, una etapa de oxidacion y plegamiento de este tipo sélo conduce a un
replegamiento parcial de G-CSF. Los inventores han encontrado que la eliminacion completa del agente
solubilizante seguido por una segunda etapa de plegamiento en ausencia de agente solubilizante conduce a un
rendimiento mejorado. Los presentes inventores también idearon métodos optimizados para la eliminacion del
agente solubilizante (véase a continuacién). También se eliminan otros contaminantes, que también pueden
contribuir al plegamiento incompleto.

Puede usarse cualquier agente oxidante adecuado, tal como oxigeno o flujo de aire (burbujeo), GSSG (forma ox. de
glutation), iones metalicos (Cu®, Fe?*, Zn**...) peréxido (H202). En realizaciones preferidas, el agente de oxidacion
es CuSO,. Ademas de CuSO,, también pueden usarse otras sales de cobre (por ejemplo, CuCly).

El agente solubilizante se usa en una cantidad eficaz. El experto en la técnica puede determinar y optimizar
facilmente la cantidad eficaz, es decir, la cantidad de agente solubilizante que logra solubilizacion eficaz de G-CSF.
Se describen adicionalmente a continuacion métodos para determinar la cantidad de G-CSF (véase, por ejemplo, el
ejemplo 13.3).

La concentracion preferida del agente solubilizante durante la primera etapa de replegamiento es del 0,2-2,0% (p/v),
mas preferiblemente es del 0,2%-1% (p/v) y lo mas preferiblemente es de aproximadamente el 0,5% (p/v) o el 0,5%
(p/v). Si se usa sarcosilo, en realizaciones preferidas, la concentracién de sarcosilo esta por debajo del 1% (p/v),
preferiblemente del 0,5 % (p/v).

Los presentes inventores observaron ademas que largos periodos de oxidacion pueden dar como resultado la
aparicion de 2-3 picos extra en los cromatogramas de RP-HPLC. Estos picos adicionales se deben probablemente a
la oxidacion de los residuos de metionina de G-CSF. Tales formas oxidativas son sustancias relacionadas con el
producto no deseadas y su eliminacién mediante cromatografia adecuada es dificil.

En algunas realizaciones, el replegamiento oxidativo (es decir, la primera etapa de replegamiento y oxidacion) se
realiza durante un periodo de 1-30 horas, o 2-25 horas, o 6-25 horas, o 10-25 horas, o 12-25 horas, o 14-25 horas, o
16-25 horas, o0 18-22 horas, 0 19-21, 0 20-24 horas. En algunas realizaciones, la oxidacion y el replegamiento parcial
de G-CSF se realizan durante mas de dos horas, preferiblemente durante mas de doce horas, preferiblemente
durante mas de 20 horas, lo mas preferiblemente durante 20-24 horas.

En realizaciones preferidas, la etapa de replegamiento oxidativo (es decir, la primera etapa de replegamiento y
oxidacion) se realiza a un pH alcalino, tal como por ejemplo a un pH dentro del intervalo de desde 7 hasta 10, o
desde 7 hasta 9, o desde 7,5 hasta 8,5, o desde 7,8 hasta 8,2. En realizaciones preferidas, el pH es de
aproximadamente 8 o es 8. En algunas realizaciones, el valor de pH de la primera etapa de replegamiento es mas
de pH 7, preferiblemente pH 8.

La etapa de replegamiento oxidativo también puede realizarse usando G-CSF que ya esta (parcialmente) purificado.
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En algunas realizaciones, el G-CSF que se usa para el replegamiento oxidativo, tiene una pureza de mas del 50%,
preferiblemente una pureza de aproximadamente el 60-70%, o incluso mayor.

El replegamiento oxidativo se realiza preferiblemente sin enfriamiento, preferiblemente a temperatura ambiente,
preferiblemente a 18-30°C, preferiblemente a 20-28°C, preferiblemente a 20-26°C, preferiblemente a 20-24°C,
preferiblemente a 21-23°C, lo mas preferiblemente a aproximadamente 22°C o a 22°C.

El replegamiento oxidativo puede realizare con flujo de aire continuo.

Las condiciones mas preferidas para el replegamiento oxidativo (primera etapa de replegamiento y oxidacion),
basandose en diversos experimentos de optimizacién, son las mostradas en la tabla | debajo de la columna “1*
replegamiento”.

La etapa de replegamiento oxidativo puede detenerse mediante la adicién de un agente de detencion, tal como por
ejemplo EDTA. En algunas realizaciones la oxidacion se detiene mediante la adicion de EDTA, preferiblemente a
una concentracion final de aproximadamente 1 mM, pero pueden usarse otras concentraciones. EDTA elimina los
iones Cu** (en el caso de que CuSO4 se use como agente oxidante), deteniendo asi la oxidacion. Pueden usarse
otros agentes complejantes de cu® que EDTA y/u otras concentraciones. Segun el agente oxidante, pueden usarse
otros agentes quelantes, tales como ligandos terdentados, tales como N-picolinoil-etilendiamina, glicina-2-
piridilmetilamida, N*-(2-piridilmetil)-glicinamida y N®-(2-piridiimetil)-glicina-etilamida.

Tal como se comentd anteriormente, los inventores han encontrado que la presencia de sarcosilo evita que
porciones de GCSF significativas se replieguen totalmente. Los inventores consideran que esto puede estar en parte
provocado por un replegamiento mas lento en presencia del agente solubilizante. Sin embargo, tal como se comento
anteriormente, el tiempo de incubacidon no puede ampliarse a voluntad, porque la calidad del producto puede
alcanzar niveles inaceptables a tiempos de incubacion mas largos.

Los inventores han encontrado sorprendentemente que el replegamiento puede optimizarse y completarse mediante
una segunda incubacion, tras la eliminacion completa de los agentes solubilizantes y oxidativos, que dio como
resultado inesperadamente rendimientos mayores de G-CSF soluble, puro, biolégicamente activo.

Eliminacion del agente solubilizante y oxidante y eliminacion de otros contaminantes

En una etapa de purificacion intermedia, el G-CSF oxidado y parcialmente replegado se purifica adicionalmente. De
manera importante, el agente solubilizante debe eliminarse completamente, antes de que se realice la segunda
etapa de replegamiento. Ademas, el agente oxidante y parcialmente contaminantes/impurezas adicionales se
eliminan.

En la técnica anterior se describen varios procedimientos para la eliminacion de los agentes solubilizantes y
oxidantes o bien mediante didlisis/ultrafiltracion o bien mediante métodos cromatograficos. Sin embargo, los
inventores han encontrado que mediante una uUnica etapa de adsorcion por lotes no puede lograrse la eliminacion
completa del agente solubilizante, tal como sarcosilo. En experimentos realizados por los inventores, el sarcosilo
permanecié en concentraciones de 0,01-0,04 mg/ml tras esta etapa (tabla Ill), que se encontréo que influia
negativamente en el rendimiento de G-CSF correctamente plegado.

Para mejorar el rendimiento de G-CSF activo soluble, el agente solubilizante debe eliminarse completamente, es
decir, por debajo de los niveles de deteccion de los métodos de deteccion descritos en el presente documento. Por
ejemplo, la concentracion de agente solubilizante residual puede medirse mediante HPLC y detecciéon mediante UV.
El limite de deteccién en el ensayo realizado por los inventores fue de 0,01 mg/ml. El método se describe en mas
detalle en Burgess, R. R. 1996. Purification of over produced E. coli RNA polimerase o factors by solubilizing
inclusion bodies and refolding from sarkosyl. Methods Enzymol. 273:145-149.

Puede usarse cualquier método de eliminacion adecuado. Por ejemplo, puede lograrse suficiente eliminacion
mediante adsorcidon de resina de intercambio iénico, y/o precipitacion con acido, y/o cromatografia de intercambio
idnico. Aplicar una cualquiera o una combinacién de estas técnicas segun la invencién da como resultado una
concentracion del agente solubilizante, tal como sarcosilo, que no interferira con o inhibira el replegamiento en la
segunda etapa de replegamiento, preferiblemente por debajo de 0,01 mg/ml, preferiblemente por debajo del limite de
deteccion. Estas etapas de purificacion pueden aplicarse en cualquier orden y/o en cualquier combinacion, siempre
que conduzca a una eliminacion completa del agente solubilizante. También pueden usarse otros métodos de
purificacién adecuados. Los métodos descritos en el presente documento comprenden, por tanto, una etapa de
eliminar completamente el agente solubilizante. Es decir, el agente solubilizante se elimina hasta un grado suficiente
de manera que cualquier cantidad residual no interfiere o inhibe la segunda etapa de plegamiento. La segunda etapa
de replegamiento se realiza, por tanto, en ausencia del agente solubilizante, es decir el agente solubilizante esta
presente en una cantidad que no interfiere con la segunda etapa de replegamiento, es decir el agente solubilizante
esta por debajo del limite de deteccion.
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En una realizacion de la invencion se proporciona un método en el que el agente solubilizante se elimina mediante
una o mas de las siguientes etapas:

i) union a un material de resina de intercambio aniénico mezclando la disolucidon de G-CSF con el material de resina
en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion, y/o

ii) cromatografia de intercambio idénico en condiciones en las que el agente solubilizante se une a la resina y G-CSF
permanece en el flujo directo o, viceversa, G-CSF se une a la resina y el agente solubilizante permanece en el flujo
directo.

En una realizacion de la invencién se proporciona un método en el que el agente solubilizante (y otras impurezas) se
elimina mediante una o mas de las siguientes etapas:

i) union a un material de resina de intercambio aniénico mezclando la disolucion de G-CSF con el material de resina
en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion, y/o

i) precipitacion con acido.

En una realizacion de la invencién se proporciona un método en el que el agente solubilizante (y otras impurezas) se
elimina mediante una o mas de las siguientes etapas:

i) union a un material de resina de intercambio aniénico mezclando la disoluciéon de G-CSF con el material de resina
en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion, y/o

i) precipitacion con acido, y/o

iii) cromatografia de intercambio iénico en condiciones en las que el agente solubilizante se une a la resina y G-CSF
permanece en el flujo directo o, viceversa, G-CSF se une a la resina y el agente solubilizante permanece en el flujo
directo.

En una realizacion preferida el agente solubilizante (y otras impurezas) se elimina mediante la aplicacion secuencial
de las siguientes etapas:

a) union del agente solubilizante a un material de resina de intercambio anidnico mezclando la disolucion de G-CSF
con el material de resina en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion

b) precipitacion de impurezas reduciendo el pH por debajo de pH 5 y mediante la eliminacion del precipitado por
filtracion

c) cromatografia de intercambio anidnico llevada a cabo en condiciones en las que el agente solubilizante residual
se une a la resina y G-CSF permanece en el flujo directo

d) cromatografia de intercambio catiénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina y el
agente solubilizante residual permanece en el flujo directo

e) elucion de G-CSF unido de la resina de intercambio catiénico mediante elucion por etapas o en gradiente usando
un tampon de eluciéon con pH o concentracién de sal aumentados.

Adsorcion de resina de intercambio iénico
Puede usarse adsorcion de resina de intercambio idnico para eliminar el agente solubilizante.

Como primera etapa de eliminacién del agente solubilizante, puede realizarse una adsorcion de resina de
intercambio i6nico. En la técnica se conocen métodos adecuados. Tal como se describié anteriormente, para la
eliminacion del agente solubilizante, tal como sarcosilo, un método es un adsorciéon por lotes a resinas de
intercambio anioénico Dowex (Dow Chemicals, EE.UU.), preferiblemente con Dowex 1X4 (documento WO08910932,
Lu1992, Heidari 2001). La resina que captura el surfactante unido se elimina mediante filtracion. Productos muy
similares a las resinas Dowex son resinas AG de BioRad (tal como AG-1X8), que pueden usarse de la misma
manera.

Los métodos descritos anteriormente se aplican a todos aquellos agentes solubilizantes que se cargan en la
disolucion. Muchos surfactantes son anfifilos, otros son aniénicos o catiénicos. Segun el tipo de agente solubilizante
y el valor de pH de la disolucién, las cargas pueden ser positivas o negativas. El uso de un material de AEX tal como
Dowex o AG-1 depende de agentes solubilizantes cargados negativamente, por ejemplo sarcosilo o SDS. En
cambio, la cromatografia de intercambio i6nico segun la seleccién del tipo de resina, puede unir ambos, agentes
solubilizantes cargados negativa o positivamente. Los agentes solubilizantes cargados negativamente se uniran a
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resinas de AEX pero no a resinas de CEX. Los agentes solubilizantes cargados positivamente se comportan al
contrario. Por ejemplo, agentes tales como lipidos catidnicos, cetil trimetil amonio, o arginina pueden eliminarse
mediante cromatografia de intercambio catidnico. Ademas del agente solubilizante, también otros contaminantes se
eliminaran al menos parcialmente por los métodos. Estos otros contaminantes/impurezas pueden comprender
impurezas relacionadas con el procedimiento tales como, por ejemplo, proteinas de células huésped (HCP),
ADN/ARN, endotoxinas (por ejemplo, LPS), agentes oxidantes (por ejemplo, Cu®*), productos quimicos relacionados
con el procedimiento (por ejemplo, EDTA), e impurezas relacionadas con el producto, tales como por ejemplo
agregados.

En algunas realizaciones el agente solubilizante es un detergente o tensioactivo aniénico que se adsorbe a una
resina de AEX en un modo por lotes. Preferiblemente, el detergente o tensioactivo es sarcosilo. En algunas
realizaciones, el sarcosilo se adsorbe a una resina de AEX de grado analitico (AG) (BioRad, EE.UU.),
preferiblemente una resina de la serie AG 1-X, lo mas preferiblemente la resina es AG 1-X8. En algunas
realizaciones, la resina se usa como material desechable.

En realizaciones preferidas, la adsorcion por lotes del agente solubilizante con resina AG 1-X se realiza en tampones
con pH alcalino, preferiblemente de manera aproximada pH 8. Los sistemas de tampdn adecuados pueden basarse
en fosfato, carbonato, borato, Tris, HEPES, MOPS, HEPPS, EPPS, CAPS, CAPSO, CHES, TES, BES, TAPS,
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, tricina, bicina, acetamidoglicina, glicinamida u otras sustancias tampdn
biocompatibles que tienen una pKa por encima de 7. Un tampén preferido para la adsorciéon es Tris-HCI/pH 8,
preferiblemente Tris 20 mM-HCI/pH 8. Lo mas preferido es Tris-HCI/pH8 + EDTA 1 mM.

Preferiblemente, la cantidad de AG 1-X8 es de 10-60 g de resina seca por gramo de sarcosilo, lo mas
preferiblemente 20 g/g de sarcosilo. En algunas realizaciones, la concentracién de sarcosilo inicial es del 0,5%.

En realizaciones preferidas, la etapa de adsorciéon de resina de intercambio iénico elimina mas del 90%, mas del
95%, mas preferiblemente mas del 96%, mas preferiblemente mas del 97%, mas preferiblemente mas del 98%, mas
preferiblemente mas del 99%, mas preferiblemente mas del 99,2%, mas preferiblemente mas del 99,3%, mas
preferiblemente mas del 99,4%, mas preferiblemente mas del 99,5%, mas preferiblemente mas del 99,6%, mas
preferiblemente mas del 99,7%, mas preferiblemente mas del 99,8%, mas preferiblemente mas del 99,9% del agente
solubilizante. En realizaciones preferidas, el agente solubilizante es sarcosilo. En algunas realizaciones, la etapa de
adsorcion de resina de intercambio ionico elimina mas del 95% del sarcosilo mediante adsorcion por lotes de AG 1-
X8; mas preferiblemente al menos el 99% de sarcosilo. En algunas realizaciones la resina AG 1-X8 con el sarcosilo
capturado se separa de la disolucién mediante filtracion. Preferiblemente, la etapa de filtraciéon usa mallas de acero
inoxidable de 100 um. Mas preferiblemente, la etapa de filtracion usa mallas de filiro de bolsa de nailon de 100 um.

Si la etapa de adsorcion de resina de intercambio iénico no da como resultado una eliminacién lo suficientemente
completa del agente solubilizante, pueden seguir etapas de purificacion adicionales, tales como precipitacion con
acido y/o cromatografia de intercambio iénico.

Precipitacion con acido

Opcionalmente, puede realizarse etapa de precipitacion con acido para eliminar otros posibles contaminantes.
Sorprendentemente, los inventores encontraron que mediante simple precipitacion con acido, puede eliminarse
facilmente una porcién significativa de contaminantes. GCSF, especialmente filgrastim, se sabe que tiene la mejor
solubilidad y estabilidad a pH acido e incluso permanece soluble al disminuir el pH por debajo del punto isoeléctrico
(pl de filgrastim = 5,65). Puede realizarse precipitacion con acido de contaminantes reduciendo el pH hasta un valor
de entre 6,5y 6,0, entre 6,0y 5,5, entre 5,5y 5,0, entre 5,0 y 4,5, entre 4,5y 4,0, entre 4,4 y 3,5, entre 3,5y 3,0, etc.

A pesar de la presencia de agente solubilizante residual, los inventores encontraron que la adicion de urea puede
tener un efecto beneficioso adicional sobre el procedimiento de precipitacion. Al disminuir el valor de pH, a veces
pueden producirse coprecipitaciones no especificas e indeseadas de G-CSF, que pueden conducir a pérdidas no
deseadas en los rendimientos finales. Los inventores han encontrado que esta desventaja puede superarse
mediante el uso de una concentracion subdesnaturalizante de urea afiadida a la disolucién antes del ajuste del pH.
La urea evita eficazmente la coprecipitacion de G-CSF. La optimizacion de esta etapa reveld los mejores resultados
reduciendo el pH lentamente y de manera uniforme con acido acético o acetato de sodio. Valores de pH por debajo
de 5,0 fueron ya eficaces. Una concentracion de urea mas bien baja, que es de aproximadamente 1 M, es suficiente.

En algunas realizaciones, la concentracion de sarcosilo residual antes de la precipitacion acida es de entre 0,01 y
0,04 mg/ml. En algunas realizaciones, el valor de pH se reduce afiadiendo acetato de sodio o acido acético
concentrados. En realizaciones preferidas, el valor de pH se reduce por debajo de pH 5,0, preferiblemente por
debajo de 4,8, lo mas preferiblemente hasta pH 4,3-4,5. En algunas realizaciones, la acidificacion se realiza en
presencia de urea, preferiblemente a una concentracion por debajo de urea 3 M, lo mas preferiblemente a urea 1 M.
En algunas realizaciones, los precipitados se eliminan mediante filtracién en profundidad.

Cromatografia de intercambio idnico
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También puede usarse intercambio idnico para eliminar el agente solubilizante. La etapa de eliminar el agente
solubilizante puede comprender una o mas etapas de intercambio iénico.

Si el uso de adsorcion de resina de intercambio idnico (con o sin precipitacion con acido) no ha dado como resultado
una eliminacion completa del agente solubilizante, puede realizarse una o mas etapas de cromatografia de
intercambio idnico para eliminar completamente el agente solubilizante. La(s) etapa(s) de intercambio iénico
puede(n) comprender un AEX y/o CEX, en cualquier orden. Puede usarse cualquier tecnologia de intercambio
iénico.

El uso de cromatografia de intercambio i6nico para la purificacion de G-CSF se describe en la técnica anterior.
Muchos procedimientos usan AEX y CEX, o ambos métodos en cualquier orden, o una etapa de IEX en combinacion
con otros métodos cromatograficos tales como HIC, IMAC, SEC o RP-HPLC (véanse los Antecedentes).

Con respecto a sarcosilo, los inventores encontraron que si una concentracion baja de sarcosilo residual permanecia
tras una adsorcion por lotes de AEX y precipitacion con acido, podia eliminarse completamente mediante una
posterior etapa de intercambio iénico.

Los inventores encontraron que tras la etapa de precipitacion acida el G-CSF permanece en el sobrenadante y el pH
esta por debajo de su pl. En estas condiciones de pH G-CSF es catiénico y se unira a las resinas de CEX y no de
AEX. Esto se confirmé mediante los experimentos.

En algunas realizaciones, la etapa de intercambio idnico comprende un AEX seguido por un CEX. El hallazgo de que
puede usarse AEX en un modo no de unién (G-CSF en el flujo directo) mientras que contaminantes tales como
agente solubilizante residual o ADN se unen a la resina, impulsaron al inventor a desarrollar, como una realizaciéon
de la invencion, una etapa en tandem de dos columnas acopladas en serie en el orden de AEX seguido por CEX. La
funcién primaria de la resina de AEX es unirse a sarcosilo residual y la funcion primaria de la resina de CEX es sélo
un intercambio de tampdn (en la preparacion hasta el 2° replegamiento). El G-CSF que pasa la primera columna se
une luego a la segunda resina y la proteina puede eludirse a partir de la columna de CEX mediante métodos
adecuados. El experto en la técnica conoce tales métodos. Los métodos de elucién para la desorcion de G-CSF
unido pueden comprender un aumento de la concentracion de sal o bien mediante una eluciéon por etapas o bien
elucién en gradiente o, alternativamente, la elucién de G-CSF puede, por ejemplo, lograrse aumentando el valor de
pH por encima del pl. De nuevo, esto puede lograrse o bien mediante una elucién por etapas o mediante un
gradiente de pH. Si se aplica la elucidon por etapas de pH, esto ofrece adicionalmente la posibilidad de un
intercambio rapido de tampén y pH.

Se conocen grupos funcionales adecuados para resinas de AEX usados para cromatografia de polipéptidos. Estos
grupos comprenden dietilaminoetilo (DEAE), trimetilaminoetilo (TMAE), aminometilo cuaternario (Q) y aminoetilo
cuaternario (QAE). Estos son grupos de intercambio anionico funcionales cominmente usados para procedimientos
biocromatograficos. Los productos comercialmente disponibles adecuados incluyen, por ejemplo, Macro-Prep High
Q, Macro-Prep DEAE, Nuvia Q (BioRad, EE.UU.), TOYOPEARL DEAE-650, TOYOPEARL SuperQ-650,
TOYOPEARL QAE-550 (Tosoh Bioscience, Japon), Fractogel EMD DEAE, Fractogel EMD TMAE (Merck, Alemania),
Biosepra Q Ceramic HyperD, Biosepra DEAE Ceramic HyperD (Pall Corporation, EE.UU.), DEAE-Sepharose FF,
DEAE-Sepharose CL-4B, Q-Sepharose FF, Q-Sepharose CL-4B, Q-Sepharose HP, Q-Sepharose XL, perlas
grandes de Q-Sepharose, QAE-Sephadex, DEAE-Sephadex, Capto DEAE, Capto Q, Capto Q ImpRes, Source 15Q,
Source 30Q, y DEAE Sephacel (GE Healthcare, EE.UU.).

En realizaciones preferidas, la resina de AEX es DEAE. DEAE es un grupo de intercambio aniénico débil clasico,
que en los experimentos del inventor mostro excelente resolucion y perfiles de equilibrio rapidos.

Los grupos funcionales adecuados usados para resinas de CEX comprenden carboximetilo (CM), sulfonato (S),
sulfopropilo (SP) y sulfoetilo (SE). Estos son grupos funcionales de intercambio catidonico cominmente usados para
procedimientos biocromatograficos. Los productos comercialmente disponibles adecuados incluyen, por ejemplo,
Macro-Prep High S, Macro-Prep CM, Nuvia S (BioRad, EE.UU.), TOYOPEARL CM-650, TOYOPEARL SP-650,
TOYOPEARL SP-550 (Tosoh Bioscience, Japon), Fractogel EMD COO-, Fractogel EMD SO3- (Merck, Alemania),
Biosepra CM Ceramic HyperD, Biosepra S Ceramic HyperD (Pall Corporation, EE.UU.), CM-Sepharose FF, SP-
Sepharose FF, S-Sepharose FF, SP-Sepharose HP, SP-Sepharose XL, perlas grandes de SP-Sepharose, CM-
Sephadex, Capto S, Capto SP ImpRes, Source 15S, Source 30S (GE Healthcare, EE.UU.).

En realizaciones preferidas, la resina de CEX es una resina con SP como grupo funcional. SP es un grupo de
intercambio cationico fuerte clasico y en el experimento del inventor dio excelente resolucion, rapido equilibro y
excelente reproducibilidad.

Por consiguiente, en algunas realizaciones de la invencion la cromatografia de AEX usada para la eliminacion de

agente solubilizante (y agente oxidante y eliminacién de otros contaminantes) se realiza en el modo no de unién y el
flujo directo resultante se dirige directamente, sin ninguna propagacioén, a la posterior columna. En realizaciones
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preferidas, las dos columnas (AEX+CEX) se conectan directamente y G-CSF se une a la resina de CEX. En algunas
realizaciones de la presente invencion, la resina de AEX es un intercambiador aniénico débil y preferiblemente lleva
grupos funcionales DEAE. Lo mas preferiblemente la resina es DEAE Macro-Prep (BioRad, EE.UU.). En algunas
realizaciones la carga de muestra se realiza a un valor de pH por debajo de 5, preferiblemente a pH 4,3-4,5, lo mas
preferiblemente en un tampoén de acetato de sodio pH 4,5. En algunas realizaciones de la presente invencion, la
resina de CEX es un intercambiador catidnico fuerte y preferiblemente lleva grupos funcionales SP. Lo mas
preferiblemente, la resina es Toyopearl SP-650 (Tosoh, Tokio). En realizaciones preferidas, la elucion de G-CSF a
partir de la resina de CEX se realiza aumentando el valor de pH en el tampén de elucién. Mas preferiblemente, la
elucioén se realiza con un gradiente por etapas de pH. En algunas realizaciones el tampon de elucion de CEX tiene
un pH alcalino, preferiblemente pH 8, lo mas preferiblemente el tampdn de eluciéon es Tris 20 mM-HCI/pH 8. En la
mayoria de realizaciones preferidas, una columna DEAE Macro-Prep se conecta directamente a una columna
Toyopearl SP-650, la carga de muestra se realizé en tampon de acetato de sodio pH 4,5 y la elucion de G-CSF se
realizé mediante una etapa de pH usando tampén Tris-HCI pH 8. En algunas realizaciones de los métodos descritos
en el presente documento, el agente solubilizante y otras impurezas se eliminan mediante la aplicacion secuencial
de las siguientes etapas:

a) AEX,

b) precipitacion con acido,
c) AEX,y

d) CEX.

En la etapa a), el agente solubilizante se une a una resina de intercambio aniénico. El material de resina puede
eliminarse por filtracion. En la etapa b), el pH puede estar por debajo de pH 5, por ejemplo entre 4 y 5. El precipitado
puede eliminarse por filtracion, en la etapa c), el agente solubilizante residual se une a la resina. G-CSF permanece
en el flujo directo. En la etapa d) el G-CSF se une a la resina. El agente solubilizante residual permanece en el flujo
directo. Esto puede estar seguido por una etapa de elucién de G-CSF unido, o variante funcional del mismo, a partir
de la resina de CEX mediante elucion por etapas o en gradiente. El tampon de eluciéon puede tener un aumento del
pH o de la concentracion de sal. Un aumento del pH significa un pH mayor que en la etapa b), es decir un pH por
encima de 5, o por encima de 6, o por encima de 7.

Segundo replegamiento (finalizacién de plegamiento)

Tal como ya se menciond, se observd sorprendentemente que los rendimientos de G-CSF monomérico, soluble y
activo pueden aumentarse significativamente cuando se realiza un segundo ciclo de replegamiento. Los
experimentos sugirieron que el G-CSF obtenido usando el método de sarcosilo/CuSO, “clasico” no estaba
totalmente replegado.

La segunda etapa de replegamiento comprende diluir y después incubar el G-CSF parcialmente replegado.

El disolvente preferido para la dilucién es un tampén de baja conductividad o mas preferiblemente agua. La dilucion
puede ser una dilucién de cinco veces, o cuatro veces, o tres veces o preferiblemente de dos veces. Baja
conductividad significa una conductividad de al menos por debajo de 2 mS/cm, mas preferiblemente por debajo de
1 mS/cm. Un sistema de tampon adecuado es, por ejemplo, Tris/HCI a concentraciones de Tris 10 mM o por debajo
con un valor de pH mayor de 7. También pueden usarse otros tampones con la misma baja conductividad y pH.

Sin querer limitarse a ninguna teoria, los inventores realizaron las siguientes observaciones. Tal como se conocia en
la técnica anterior (Lu 1992) la formacion del segundo puente disulfuro de G-CSF tiene una cinética relativamente
lenta. Productos intermedios no completamente replegados que llevan restos libres de cisteina reducidos corren el
riesgo de agregacion y/o precipitacion (Rudolph 1990, Rudolph 1996). En el caso de G-CSF el producto intermedio
con tres cisteinas no apareadas puede existir durante un tiempo mas bien largo, segun la concentracion de cu® y
temperaturas (Lu 1992). La agregacion y las precipitaciones provocan pérdidas de G-CSF durante las etapas de
filtracion y cromatografia. Los presentes inventores plantearon la hipétesis de que una eficacia de plegamiento
mejorada podria dar como resultado rendimientos mejorados en el procedimiento posterior. Los presentes
inventores encontraron que una segunda etapa de replegamiento mejoré el rendimiento.

Los presentes inventores encontraron sorprendentemente que la incubacion durante la segunda etapa de
replegamiento a pH ligeramente alcalino es beneficiosa. Esto es particularmente sorprendente dado el hecho de que
G-CSF, especialmente filgrastim, es una proteina relativamente hidréfoba que es menos soluble y estable a valores
de pH por encima de su pl (5,65). La mejor solubilidad y estabilidad es en medio acido a pH 4 o menos. Por tanto,
procedimientos de purificacion clasicos tales como cromatografias se realizan a valores de pH bajos,
preferiblemente a pH 4-5,5 en tampones acetato. En cambio, los presentes inventores encontraron que la incubacion
a un pH alcalino facilita adicionalmente un rendimiento aumentado. Los presentes inventores consideran que el pH
alcalino en ausencia de un agente oxidante es importante para la oxidacion completa de sulfhidrilos y, por tanto,
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para formar ambos puentes disulfuro naturales de G-CSF.

Por tanto, la segunda etapa de replegamiento puede realizarse a pH alcalino, es decir a un pH de 7 o mas. El pH
puede estar por encima de 7. La segunda etapa de replegamiento puede realizarse a un pH de entre 7 y 10, o entre
7y 9 oentre 7y 85 oentre 7y 8 oentre 75y 10, o entre 7,5y 9, o entre 75y 8,5, o aun pH de
aproximadamente 8 o a un pH de 8.

La incubacion de la segunda etapa de replegamiento se realiza en ausencia de agentes solubilizantes.
En realizaciones preferidas:

La segunda etapa de replegamiento puede realizarse, por ejemplo, en uno de los siguientes tampones: fosfato,
carbonato, borato, Tris, HEPES, MOPS, HEPPS, EPPS, CAPS, CAPSO, CHES, TES, BES, TAPS, etanolamina,
dietanolamina, trietanolamina, tricina, bicina, acetamidoglicina, glicinamida u otras sustancias tampén biocompatibles
que tienen una pKa por encima de 7. Un tampdn preferido para la segunda etapa de replegamiento es Tris-HCI/pH
8, preferiblemente Tris 10 mM-HCI/pH 8. La segunda etapa de replegamiento puede realizarse, por ejemplo, a una
concentracion baja de detergente residual, tal como 0,01 mg/ml o menos. La segunda etapa de replegamiento puede
realizarse, por ejemplo, a una concentracion ionica en la disolucion de 0,02 mol/l o menos. La segunda etapa de
replegamiento puede realizarse, por ejemplo, a un intervalo de temperatura 0°-20°C, o 2°-8°C, o 2°-5°C. La segunda
etapa de replegamiento puede realizarse, por ejemplo, durante un periodo de incubacion de al menos 24 h, o mas
de 24 h, 0 30-48 h, 0 32-42 h. La segunda etapa de replegamiento puede realizarse a una baja conductividad en la
disolucion, tal como 0,1-2 mS/cm, o 0,2-1,5 mS/cm, o 0,5-1,0 mS/cm. La segunda etapa de replegamiento puede
realizarse con enfriamiento. La segunda etapa de replegamiento puede realizarse con agitacién continua. Uno o mas
de estos parametros pueden usarse en los métodos descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones se usa G-CSF parcialmente purificado para la finalizacion del replegamiento,
preferiblemente con una pureza de aproximadamente el 80-90%. Preferiblemente, el replegamiento se completa
mediante una incubacion del G-CSF parcialmente replegado en un tampoén de baja conductividad en condiciones de
refrigeracion durante mas de 12 horas. Preferiblemente, la finalizacién de replegamiento se realiza a una
conductividad por debajo de 2 mS/cm; lo mas preferiblemente la conductividad esta por debajo de 1 mS/cm. En
algunas realizaciones, la finalizacion de replegamiento se realiza a un valor de pH por encima de 7, preferiblemente
a (aproximadamente) pH 8. El tampdn para la segunda incubaciéon de plegamiento puede ser Tris 10 mM-HCI,
preferiblemente a (aproximadamente) pH 8. En algunas realizaciones, la incubacion para el segundo plegamiento se
realiza en condiciones de refrigeracion, preferiblemente a 2-8°C. En realizaciones preferidas, el tiempo de incubacion
del 2° plegamiento es mas de 12 horas, mas preferiblemente mas de 24 horas, lo mas preferiblemente 32-42 horas.

Condiciones particularmente preferidas para la finalizacion del plegamiento (2° replegamiento), basadas en diversos
experimentos de optimizacién, son las mostradas en la tabla | debajo de la columna “2° replegamiento”.

Purificacion final (etapa(s) de pulido)

La combinacién descrita anteriormente de una primera y una segunda etapa de replegamiento da como resultado
rendimientos aumentados de G-CSF monomérico activo.

Opcionalmente, y segun el uso previsto del G-CSF obtenido, pueden realizarse procedimientos posteriores después,
tales como una o mas etapas de pulido. Los métodos descritos en el presente documento pueden comprender
ademas una o mas etapas de pulido. La(s) etapa(s) de pulido da(n) como resultado purificacion adicional del G-CSF
replegado tras la segunda etapa de replegamiento.

Los procedimientos posteriores subsiguientes (pulido) pueden comprender el uso de cromatografias de AEX y CEX,
u otros métodos usados en la técnica para pulido/purificacién de G-CSF, tales como, HIC, IMAC, SEC o RP-HPLC
(véanse las referencias de la seccion Antecedentes). La(s) etapa(s) de pulido también puede(n) comprender
combinaciones de dos o mas de estos métodos.

Tras la segunda etapa de plegamiento, la pureza de G-CSF es normalmente del 80-90% (tabla Ill). Esto no cumple
con una calidad farmacéutica. Si el producto va a usarse como principio farmacéutico activo, se realiza al menos una
etapa de pulido adicional para lograr la pureza deseada. Una etapa de pulido de este tipo elimina contaminantes

residuales que resultan del huésped o del procedimiento. Ademas, se elimina cualquier sustancia relacionada con el
producto e impurezas relacionadas.

AEX
El pulido posterior puede comprender una o mas etapas de AEX. La etapa de pulido puede comprender AEX.
El experto en la técnica puede seleccionar un AEX adecuado. La seleccion de la resina puede realizarse basandose

en el rendimiento de separacion, tiempos de procedimiento, robustez de la limpieza, reproducibilidad, capacidad de
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union, uniformidad entre lotes, y economia global, etc deseados.

En realizaciones preferidas, se usa el grupo funcional DEAE. El experto en la técnica apreciara que ademas del
grupo funcional, la naturaleza de la estructura principal de la resina de AEX asi como el tamafio de las perlas
necesita considerarse. En realizaciones particularmente preferidas, se usa una matriz basada en derivados de
metacrilato (por ejemplo Macro-Prep® y Toyopearl®). Una matriz de este tipo mostré6 una resoluciéon y
reproducibilidad particularmente buenas. Los materiales de metacrilato son mas rigidos y tienen mejores ciclos de
vida que, por ejemplo, las matrices de agarosa reticuladas usadas con frecuencia (por ejemplo Sepharose®). Puesto
que AEX puede usarse ahora en un modo de unién (en contraste con la etapa previa para la eliminacion de agentes
solubilizantes), pueden usarse condiciones de elucidon selectivas, o bien proporcionadas por un aumento de la
concentracion de sal por etapas o en gradientes, o bien disminuyendo el pH en el tampdn de elucién por etapas o en
gradientes.

Los materiales de la resina de AEX se han comentado anteriormente.

El experto en la técnica puede elegir los métodos de pulido posteriores adecuados, segun las condiciones usadas
previamente, tales como el tampoén, etc. Por ejemplo, en realizaciones preferidas, la segunda etapa de
replegamiento se realiza en tampon de baja conductividad a aproximadamente pH 8. Esto es una situacion inicial
ideal para una etapa de pulido de AEX en el modo de union y permitiria eliminacion adicional de contaminantes y un
intercambio de tampodn facil a un tampdn de pH bajo, si se desea, en el que G-CSF es mas soluble y mas estable.

CEX

El pulido posterior puede comprender una o mas etapas de pulido mediante CEX. La etapa de pulido puede
comprender CEX.

Como alternativa (o adicionalmente) a una etapa de AEX, también puede usarse una cromatografia CEX como
etapa de pulido eficaz. Para este método se requiere una adaptacion del pH a pH inferior a 5,5 antes de cargar la
muestra para permitir una cromatografia en el modo de unién, lo cual es importante para obtener una separacion de
proteinas suficiente. El grupo de intercambio catiénico funcional y la matriz pueden seleccionarse segun los mismos
criterios que los mencionados para AEX. En realizaciones preferidas, se usan grupos funcionales SP y CM en
estructuras principales de metacrilato (Toyopearl®, Macro-Prep®). En realizaciones particularmente preferidas, se
usa Toyopearl CM-650, mas preferiblemente se usa Toyopearl SP-650.

Anteriormente se han mencionado materiales de resina de CEX.

Una vez unido a la resina de CEX, puede eluirse G-CSF con condiciones selectivas, o bien proporcionadas
aumentando la concentracion de sal en etapas o gradientes o bien aumentando el pH en el tampoén de elucion en
etapas o gradientes.

El experto sabe como optimizar la resolucion de una cromatografia.

En algunas realizaciones, una etapa de cromatografia, AEX o CEX, es suficiente para lograr la calidad deseada del
producto de G-CSF.

En otras realizaciones, el procesamiento posterior comprende dos o mas etapas de pulido. Por ejemplo, el pulido
puede comprender dos 0 mas etapas de cromatografia. Por tanto, si se desea o es necesario, pueden realizarse dos
0 mas etapas de pulido por intercambio i6nico. Cuando se usan dos etapas de pulido, se prefiere usar AEX seguido
por CEX. En tal caso, ambas etapas se realizan en modo de union. Una ventaja de este orden es que se obtiene G-
CSF a un pH acido al final, lo que por ejemplo permite el almacenamiento a largo plazo de G-CSF concentrado. Se
demostré que el uso de dos etapas de pulido mediante IEX daba como resultado una pureza particularmente alta
(tabla IV).

La(s) etapa(s) de pulido posterior(es) da(n) como resultado una pureza de G-CSF de al menos el 90%, el 91%, el
92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 98,5%, el 99% o el 99,5%.

Para el calculo de la pureza segun la presente invencién (véase el ejemplo 13) se usaron cromatogramas de HPLC,
que se integraron para el pico principal (areas). Cualquier “impureza” restante son las denominadas “impurezas
relacionadas con el producto”, lo que significa que son moléculas de G-CSF con modificaciones, tales como
oxidacion (diferentes especies), desamidacion, dimerizacion, agregacion o isomerizaciones no aclaradas
estructuralmente hasta ahora (tabla 1V). Evidentemente, estas sustancias relacionadas con el producto sélo estan
presentes en trazas. Debe observarse que en las preparaciones de G-CSF finalmente purificadas las “impurezas
relacionadas con el procedimiento”, tales como HCP, ADN o endotoxinas bacterianas soélo pueden detectarse a
niveles en ppm muy bajos o no pueden detectarse en absoluto (tabla 1V). Tal pureza se describira en otra parte
como homogeneidad aparente. Los métodos analiticos para la determinacion de la pureza se divulgan en el ejemplo
13. La figura 3 muestra un ejemplo de un cromatograma de SEC-HPLC de un lote de G-CSF purificado (3B) en
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comparacion con una especialidad farmacéutica aprobada en la UE comercialmente adquirida usada como
referencia (3A). Pueden observarse trazas de agregados a la izquierda del pico principal. El pico a la derecha del
pico principal esta provocado por el disolvente y no una impureza. Estos cromatogramas destacan la calidad
suficiente del G-CSF, incluso para grado farmacéutico, purificado segun los métodos descritos.

En algunas realizaciones de la presente invencion, el G-CSF completamente replegado se purifica adicionalmente al
comprender una o mas cromatografias de intercambio iénico.

Preferiblemente, las cromatografias de intercambio i6nico comprenden una cromatografia de intercambio aniénico
seguida por una cromatografia de intercambio catiénico.

En algunas realizaciones, G-CSF parcialmente purificado que tiene una pureza de aproximadamente el 80-90% se
purifica adicionalmente hasta una pureza de mas del 95% usando dos etapas de pulido: AEX y CEX.

En algunas realizaciones, la etapa de AEX va seguida por la etapa de CEX. Preferiblemente, ambas etapas se
realizan en modo de union.

Usando los métodos descritos en el presente documento, puede obtenerse G-CSF a calidad de grado farmacéutico.
Tales preparaciones de G-CSF son adecuadas para aplicaciones terapéuticas o pueden usarse como productos
intermedios para posteriores conjugaciones, por ejemplo con polietilenglicol.

En un aspecto la invencién proporciona un procedimiento para la purificacion de G-CSF. El procedimiento también
puede usarse para eliminar los agentes solubilizantes entre la primera y la segunda etapa de replegamiento
comentadas en el presente documento. En el presente documento se proporciona un procedimiento para la
purificacion de G-CSF y/o eliminacion de un agente de solubilizacién usado para la solubilizacion de G-CSF a partir
de cuerpos de inclusién, comprendiendo el procedimiento las siguientes etapas:

e) cromatografia de intercambio aniénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina; y

f) elucién de G-CSF unido mediante elucidon por etapas o en gradiente usando un tampén de eluciéon con un pH
disminuido o una concentracion de sal aumentada; y

g) cromatografia de intercambio cationico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la resina; y

h) elucion de G-CSF unido mediante elucién por etapas o en gradiente usando un tampén de elucion con pH o
concentracion de sal aumentados.

“pH disminuido/aumentado” o “concentraciéon de sal aumentada” se refieren al tampdén usado para la elucién en
comparacion con el tampoén para el equilibrado de columna, carga de muestra o lavado.

Con respecto a AEX y CEX, anteriormente se han comentado condiciones y materiales adecuados. En realizaciones
preferidas, el procedimiento se caracteriza porque los polimeros de estructura principal de las resinas de intercambio
anionico y catidnico, ambos comprenden derivados de metacrilato.

En algunas realizaciones los grupos funcionales de la resina de AEX son grupos dietilaminoetilo (DEAE).

En algunas realizaciones los grupos funcionales de la resina de CEX son grupos carboximetilo (CM).

En algunas realizaciones los polimeros de estructura principal de las resinas de intercambio anidnico y catiénico no
comprenden agarosa reticulada, tal como por ejemplo Sepharose®.

En realizaciones preferidas los polimeros de estructura principal de las resinas de AEX y/o CEX de intercambio
anionico y/o catiénico comprenden derivados de metacrilato.

En realizaciones mas preferidas la resina de AEX es DEAE Macro-Prep (BioRad) y la resina de CEX es Toyopearl
CM-650 (Tosoh).

En algunas realizaciones la columna de AEX se equilibra con tampén de baja conductividad a pH superior a 7,
preferiblemente con Tris-HCI 10 mM/pH 8.

En algunas realizaciones el G-CSF se eluye de la columna de AEX aumentando la concentracion de sal,
preferiblemente con un gradiente, lo mas preferiblemente con un gradiente lineal. Preferiblemente la elucion se
realiza con un gradiente lineal de NaCl en tampoén Tris HCI/pH 8.

En algunas realizaciones, antes de la etapa de CEX, se ajusta el valor de pH del G-CSF eluido de la columna de
AEX, preferiblemente se ajusta el pH a un pH inferior a 5,5, lo mas preferiblemente a (aproximadamente) pH 4,5.
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Preferiblemente el G-CSF eluido de la columna de AEX se diluye 2 veces con agua y se ajusta el pH a
(aproximadamente) 4,5 mediante titulacion con acido acético al 50%.

En algunas realizaciones la columna de CEX se equilibra con un tampén de baja conductividad de pH inferior a 5,5,
preferiblemente con acetato de sodio 20 mM/pH 5,3.

En algunas realizaciones el G-CSF se eluye de la columna de CEX con sal creciente, preferiblemente con un
gradiente, lo mas preferiblemente con un gradiente lineal.

Preferiblemente la elucién de G-CSF de la columna de CEX se realiza con un gradiente lineal de acetato de sodio a
pH 5,3.

En realizaciones preferidas el G-CSF se solubiliza a partir de IB, se repliega y se purifica segun el orden de etapas
divulgado en el esquema de purificacion de la figura 2.

En algunas realizaciones de la invencién el G-CSF finalmente purificado tras el pulido se formula mediante
cromatografia en gel, preferiblemente usando Sephadex G-25.

En algunas realizaciones el tampon de formulacién contiene sorbitol y polisorbato; mas preferiblemente el tampon de
formulacion comprende acetato de sodio 10 mM/pH 4/sorbitol al 5% (p/v)/polisorbato 80 al 0,006% (p/v).

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa la estrategia de replegamiento en dos etapas, con etapas de pulido posteriores opcionales
para la produccion de G-CSF biolégicamente activo. En los ejemplos se divulgan detalles adicionales.

La figura 2 divulga una realizacion preferida, es decir una secuencia de etapas comenzando a partir de cuerpos de
inclusion que contienen G-CSF y conduciendo a G-CSF completamente replegado y purificado. En los ejemplos se
divulgan detalles adicionales.

La figura 3 compara cromatogramas de SEC-HPLC a partir de un analisis de pureza de un producto terminado de
filgrastim comercialmente disponible (3A) usado como referencia y el producto purificado segun la secuencia
resumida en la figura 2 (3B). En los ejemplos se describen en detalle detalles adicionales de los métodos.

Breve descripcion de las tablas

La tabla | indica condiciones preferidas para las dos etapas de replegamiento. Las concentraciones en la 12
incubacion de replegamiento resultan de la dilucion doble del G-CSF solubilizado con agua. La 22 incubacion de
replegamiento carece de reactivos sarcosilo y CuSO4 del primer replegamiento. En los ejemplos se mencionan
detalles adicionales.

La tabla Il muestra la pureza y los rendimientos de tres series de produccion comenzando con 650 g de cuerpos de
inclusion lavados y congelados. El calculo de rendimientos se refiere a la masa humeda de los cuerpos de inclusion.
La pureza final se calcula a partir del area de pico principal en RP-HPLC excluyendo sustancias relacionadas con el
producto (isomeros de G-CSF) e impurezas relacionadas con el producto. En los ejemplos se mencionan detalles
adicionales.

La tabla Ill muestra los valores de pureza total y de dos impurezas relacionadas con el procedimiento seleccionadas
(sarcosilo, endotoxinas) durante la purificacion de G-CSF. Los intervalos indican los resultados del analisis de tres
lotes de produccion de G-CSF usando diferentes métodos analiticos. En los ejemplos se mencionan detalles
adicionales.

La tabla IV muestra los resultados analiticos de diferentes métodos sobre impurezas especificas y la actividad
biolégica de tres lotes de produccion de G-CSF posteriores. Los datos se toman a partir de pruebas de liberacion de
lote rutinarias. En los ejemplos se mencionan detalles adicionales.

Ejemplos

Ejemplo 1: Fermentacion y expresion

Se produjo el G-CSF (filgrastim) con el clon C2523 T7 pol pPRG/GCSFa de E. coli recombinante (E. coli transformada
con un vector de expresion que comprende G-CSF). En condiciones asépticas, se inocularon los medios de cultivo
sembrados preparados con 0,10-0,15 cm?® de suspensiones celulares obtenidas a partir de un vial de banco de

células de trabajo descongelado que se almacend en nitrégeno liquido. Se incubaron los frascos de cultivo
sembrados inoculados en un incubador agitador giratorio a 37°C a 185 rpm durante 24-28 horas. Cuando el valor
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medio de la densidad éptica a 600 nm (DO) de los sels cultivos en frascos con agitacion alcanzé 0,9-1,1, se recogio
el contenldo del frasco en un frasco estéril de 5 dm? equipado con un tubo de silicona. Se transfirié el volumen de
3 dm?® recogido de cultivo sembrado con una bomba M323U/R al fermentador de 100 dm?® llenado hasta 75 dm® con
medio de produccion estéril y complementado (GBA, medio sintético con glicerol como fuente de carbono). El cultivo
se realiz6 en condiciones aerobias estrictas en un cultivo sumergido a 37°C. Cuando se agotd la fuente de carbono
del medio, se afiadié una disolucién de alimentacion de glicerol al cultivo a tasas apropiadas. Se mantuvo la tensiéon
de oxigeno disuelto a un nivel de no menos del 30% durante todo el periodo de cultivo. Cuando el valor de DO del
cultivo alcanzé 30, se redujo la temperatura hasta 32°C y se afiadié IPTG 0,33 mM para inducir la expresion de G-
CSF. Se cultivaron adicionalmente las bacterias para producir G-CSF durante 5 horas hasta una DO de 80-95.

Ejemplo 2: Recogida de bacterias

Se detuvieron la agitacion, aeracion y alimentacion de fuentes de carbono, se enfrio el cultivo por debajo de 15°C y
se recogieron las bacterias mediante separacion a 11000g. Se sedimentaron las células en el rotor y retiraron
mediante lavado (descargaron) con agua. Se recogié el concentrado de células bacterianas, se diluyd de nuevo
hasta la mitad de su volumen con agua y se afadié NaH;PO4 0,5 M hasta una concentracion final de 10 mM. La
masa total de las células bacterianas humedas (biomasa) era de aproximadamente 10-11,5 kg.

Ejemplo 3: Lisis de bacterias y preparacion de cuerpos de inclusion

Se alteraron las bacterias separadas y lavadas a presion (100 MPa) haciéndolas pasar a través de un
homogeneizador tres veces. Se separaron los cuerpos de inclusion de residuo celular mediante sedimentaciéon en un
separador a 11000g. Se descargaron los cuerpos de inclusion sedimentados en tampén de lavado que contenia DTT
5 mM, NaH;PO; 10 mM, EDTA 5 mM y Tween 20 al 2% a pH 7,2. Se diluyé dos veces la suspension de IB
concentrada con el mismo tampoén y volvié a sedimentarse. Se repiti6 este procedimiento de lavado dos veces
usando tampdn de NaH2PO4 10 mM, al final del segundo procedimiento sin dilucion. Se almaceno el sedimento final
de IB congelado a -80°C.

Ejemplo 4: Solubilizacién de cuerpos de inclusion

Se descongelaron los cuerpos de inclusion congelados (650 g de masa humeda) y se disolvieron en tampén de
solublllzaC|on que contenia Tris-HCI 40 mM, pH 8 y N-lauroilsarcosina (sarcosilo) al 1% (p/v) en un volumen total de
32,5 dm°. Se incubd la suspension a temperatura ambiente con agitacion continua.

Ejemplo 5: Replegamiento oxidativo (1% replegamiento)

Se diluyé 2 veces la suspension de IB solubilizada con agua hasta sarcosilo al 0,5% y Tris-HClI 20 mM como
concentraciones finales en un volumen total de 65 dm®. Se afiadié CuSO4 hasta una concentracion final de 40 MM.
Se oxido G-CSF vy se repleg6 parcialmente durante la agitacion continua y flujo de aire en el espacio de cabeza a
temperatura ambiente durante al menos 20 horas. Se terminé la oxidacion mediante la adicion de EDTA a una
concentracion final de 1 mM.

Ejemplo 6: Eliminacion de sarcosilo mediante adsorcién de lote de AEX

Se adsorbié sarcosilo en una resina de intercambio anidnico (AEX) en un modo discontinuo. Se aplicé una cantidad
de 20 g de resina AG 1-X8 (BioRad, EE.UU.) por gramo de sarcosilo y se afadié a la disolucién. Se agit6 la
suspension durante dos horas para unir la mayor parte del sarcosilo. Se eliminé la resina mediante filtracion a través
de una malla de filtro de bolsa de nailon con un tamafio de poro de 100 um. Se eliminé completamente el sarcosilo
restante en el filtrado a partir del producto con las etapas de purificacion posteriores (ejemplos 7 y 8).

Ejemplo 7: Precipitacion de contaminantes a pH acido

Mediante precipitacién acida a pH 4,3-4,5 se eliminaron facilmente algunas impurezas mientras que G-CSF
permanece soluble. Se impidié cualquier posible precipitacion conjunta no especifica y no deseada de G-CSF
mediante adicion de urea 1 M en concentracion final. La urea se proporC|ono mediante una disolucion madre 6 M y
se afadié lentamente al filirado del ejemplo 6 a una velocidad de 1 dm ®/min. Posteriormente, se redujo el pH
afiadiendo un volumen de 1/20 de acetato de sodio 1 M pH 4,8. Se redujo adicionalmente el pH a 4,3-4,5 mediante
titulacion con acido acético al 50%. Se permitié la precipitacion durante al menos una hora. Después se elimind el
material precipitado mediante filtracion a través de un filtro profundo (Pall K700/KS50 de doble capa).

Ejemplo 8: Eliminacion de sarcosilo residual e intercambio de tampon mediante cromatografias AEX + CEX
conectadas en serie

Se us6 tampon de acetato de sodio 50 mM/pH 4,5 para el equilibrado de 1) una columna de 4 dm® acondicionada

con resina de AEX DEAE Macro-Prep (Bio-Rad, EE.UU.), y 2) una columna de 8 dm?® columna acondicionada con
resina de CEX Toyopearl SP-650C (Tosoh, Japén). Se conectaron ambas columnas directamente con un sistema de
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cromatografia de procedimiento AKTA (GE Healthcare, Suecia) en una disposicion en tandem. Tras el aclaramiento
a través de un filtro estéril de 0,2 um, se cargo el filirado del ejemplo 7 sobre la primera columna. El sarcosilo
residual se unio a la resina de DEAE, mientras que G-CSF permanecié sin unirse (modo sin unién) y aparecioé en el
flujo directo de la primera columna. Se cargé este flujo directo directamente en la segunda columna (resina de SP), a
la que se uni6 G-CSF (modo de unién). Una simple elucién en etapas con Tris-HCI 20 mM/pH 8 desorbi6 el G-CSF
de la resina. Ademas de la eliminacion de sarcosilo residual, también se logré un intercambio de tampoén de acetato
de Na/pH 4,5 a Tris-HCI/pH 8 mediante este método.

Ejemplo 9: 2° replegamiento (finalizacién del plegamiento)

En esta fase se complet6 el plegamiento de aproximadamente la mitad de la fraccién de proteina, mientras que la
proteina restante se plegé de manera incompleta o se plegdé de manera erronea. La disolucion de G-CSF eluy6 de
Toyopearl SP-650C en Tris-HCI 20 mM, pH 8 y se hizo pasar a través de un filtro estéril de 0,2 um al interior de un
recipiente de acero inoxidable. Se diluyé 2 veces la disolucion filtrada con agua. Se llevd a cabo la segunda
incubacion para el plegamiento de proteina (2° replegamiento) en un entorno de baja conductividad (< 1 mS/cm) a
pH 8 con enfriamiento a 2-8°C durante 32-42 horas.

Ejemplo 10: Purificacion mediante cromatografia de AEX (etapa de pulido 1)

Se acondicioné una columna con DEAE Macro-Prep (Bio-Rad, EE.UU.) y se equilibré con Tris-HCI 10 mM/pH 8. Se
cargo la disolucién que resulté a partir del 2° replegamiento (ejemplo 9) en la columna de DEAE. Se eluy6 el G-CSF
plegado de manera correcta mediante un gradiente lineal creciente de NaCl de desde 0 mM hasta 200 mM en Tris-
HCI 10 mM/pH 8. Se combind el G-CSF eluido y se diluyd 2 veces con agua. Se ajustd el pH a 4,5 mediante
titulacion con acido acético al 50%.

Ejemplo 11: Purificacion mediante cromatografia de CEX (etapa de pulido 2)

Para la etapa de pulido final se aplicé directamente la combinacion de G-CSF recogida de la cromatografia de AEX
(ejemplo 10) que consistia en proteina plegada de manera correcta a una columna de CEX acondicionada con
resina Toyopearl CM-650S. Se equilibro la columna mediante acetato de sodio 20 mM, pH 5,3. Se eluy6 el G-CSF
unido mediante un gradiente lineal creciente de sal de acetato de sodio a desde 20 mM hasta 400 mM en 24
volumenes de columna a pH 5,3. Se recogieron fracciones con G-CSF puro y se combinaron para la formulacion.

Ejemplo 12: Formulacién de G-CSF purificado mediante cromatografia en gel

Se filtré el G-CSF purificado tal como se eluyd de la columna de CEX (ejemplo 11) a través de un filtro estéril de
0,2um y se hizo pasar a través de una columna de 14 dm® acondicionada con resina fina Sephadex G-25
equilibrada con tampén de formulacién (acetato de sodio 10 mM, pH 4, sorbitol al 5% y polisorbato 80 al 0,006%). Se
uso el mismo tampoén como tampon de corrida. G-CSF se eluyd en el volumen vacio en tampon de formulacion. Para
un lote completo (35-48 g de G-CSF) se realizaron tres series de formulacion posteriores con Sephadex G-25, cada
una con un tercio del eluato de CEX filtrado. Se ajusté el G-CSF formulado a una concentracion de 0,9-1,0 mg/ml
mediante dilucién con tampdén de formulacién y finalmente se filtré a través de una capsula de filtro estéril de 0,2 pm.
El G-CSF formulado como disolucion estéril es muy estable y puede almacenarse a 2-8° durante muchos meses si
no afos.

Ejemplo 13: Métodos analiticos

Se realizaron métodos analiticos convencionales bien conocidos en cumplimiento con la farmacopea europea (Ph.
Eur.), que contiene una monografia para filgrastim que describe métodos analiticos especificos (European
Directorate for the Quality of Medicines & Health Care (EDQM) (2010): Filgrastim concentrated solution. European
Pharmacopoeia 7.0, 2015-2018). Para técnicas basicas la monografia presenta referencias cruzadas a otros
capitulos dentro de la farmacopea europea. Estos capitulos a los que se hace referencia especificamente, que
proporcionan una descripcidon mas detallada de las técnicas, se mencionan entre corchetes en los siguientes
ejemplos. Los patrones de referencia usados o bien eran productos terminados autorizados comercialmente
adquiridos (filgrastim), aprobados por la Uniéon Europea para uso medicinal, o bien eran patrones internos que se
calibraron usando estas referencias comerciales. Para el analisis de la potencia relativa en cuanto a unidades
internacionales (Ul) se uso adicionalmente el patron de G-CSF internacional de la organizacién mundial de la salud
(OMS). Los métodos de prueba usados para analizar la pureza, las impurezas especificas, las proteinas
relacionadas con G-CSF y la actividad biolégica (potencia) se aplicaron segun la monografia de la Ph. Eur. con tan
s6lo unas pocas modificaciones. Por tanto, a continuacion, sélo se describen brevemente estos métodos analiticos
convencionales que se conocen en la técnica.

Ejemplo 13.1 — Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): [Ph. Eur. 7, 2.2.31]. Se usé SDS-PAGE para
determinar el tamafio molecular, la identidad de G-CSF y la pureza. Los geles tenian PA al 12% e incluian
dodecilsulfato de sodio (SDS). Se us6 el método en condiciones reductoras y no reductoras. Se tifieron los geles con
Sypro ruby. Para calcular las masas moleculares relativas (Mr) se us6 un panel de proteinas marcadoras con masas
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definidas.

Ejemplo 13.2 - Cromatografia de exclusién molecular de alto rendimiento (SEC-HPLC): [Ph. Eur. 7, 2.2.30]. Se us6
SEC para detectar impurezas o sustancias relacionadas con G-CSF con masas moleculares superiores a la de
filgrastim (dimeros, agregados). La deteccion de las proteinas se basé en absorcion UV. Se expresaron la pureza
(pico principal) y las impurezas (dimeros, agregados) en % de area de sustancia activa para cada componente. Se
calcularon los resultados de prueba a partir del promedio de mediciones repetidas. La figura 3 muestra un ejemplo
de un cromatograma de SEC de un lote de G-CSF purificado (3B) en comparaciéon con el patron de referencia (3A).
Pueden observarse trazas de agregados a la izquierda del pico principal. El pico a la derecha del pico principal esta
provocado por el disolvente y no una impureza.

Ejemplo 13.3 — Cromatografia de liquidos a alta presion de fase inversa (RP-HPLC): [Ph. Eur. 7, 2.2.29]. Se us6 RP-
HPLC para determinar la identidad de G-CSF, para calcular el contenido de G-CSF y la pureza. También se uso el
método para identificar y cuantificar sustancias relacionadas con el producto. La deteccion de las proteinas se baso
en la absorcion UV. Se expresaron las impurezas de proteina relacionadas en porcentaje de sustancia activa (% de
area). Se calcularon los resultados de prueba a partir del promedio de mediciones repetidas.

Ejemplo 13.4 — Electroforesis en gel con isoelectroenfoque (IEF): [Ph. Eur. 7, 2.2.54]. Se us6 este método para
detectar impurezas o sustancias relacionadas con el producto con cargas que diferian de G-CSF (por ejemplo G-
CSF desaminado). Se llevd a cabo la separacion en geles de poliacrilamida que contenian gradientes de pH
inmovilizados basados en anfolitos. Adicionalmente se calcul6 el punto isoeléctrico (pl) de cada banda de proteina
usando un conjunto de proteinas marcadoras que tenian pl definidos.

Ejemplo 13.5 — Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA): Se us6 este método para la determinacion
cuantitativa de niveles de proteina de célula huésped (HCP) de E. coli. Se realizé la prueba usando un kit de ensayo
inmunoenzimatico adquirido comercialmente (genérico) (Cygnus Technologies, n.° F410). Se recubrio la fase sélida
de tiras de microtitulacion con anticuerpos policlonales anti-E. coli purificados por afinidad que capturaban HCP de
las muestras de prueba. Un anticuerpo anti-E. coli indicador marcado con peroxidasa del rabano (HRP) se unio
simultaneamente a HCP y el sandwich resultante resistid los procedimientos de lavado. Se detect6 HCP unido,
respectivamente HRP, mediante oxidacion del sustrato tetrametilbencidina (TMB) en presencia de perdxido de
hidrégeno. Se midi6 la densidad 6ptica mediante un lector de ELISA. Se realizé la cuantificacion con un grafico de
calibracion obtenido midiendo calibradores de HCP (proporcionados por el kit) en diferentes concentraciones. Se
realizé el método exactamente segun las instrucciones del proveedor. Se expresaron las concentraciones de HCP
en ng/ml o ng/mg (ppm).

Ejemplo 13.6 — Reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR): Se uso6 este ensayo para la determinacion
de ADN de célula huésped E. coli. Se aplicé un kit comercialmente disponible denominado “sistema de cuantificaciéon
de ADN residual de E. coli resDNASEQ™” que se basa en tecnologia de gqPCR TagMan® en tiempo real (Applied
Biosystems). El método es muy sensible y especifico en la deteccidon de contaminacion por ADN. El ensayo se basa
en la amplificacion especifica de secuencia y la deteccion de fluorescencia en tiempo real de fragmentos de ADN
bien definidos mediante reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores especificos de secuencia
(SSP) y sondas de hibridacion marcadas con fluorescencia (TagMan®). Todo el método, incluyendo
instrumentacion, reactivos, toma de muestras y calculo basado en software, se realizé segun las instrucciones del
proveedor.

Ejemplo 13.7 — Endotoxinas bacterianas: [Ph. Eur. 7, 2.6.14, método C]. La deteccién de endotoxinas bacterianas
gram-negativas son métodos convencionales globalmente armonizados basados en lisados de amebocitos de
cangrejo herradura (Limulus polyphemus). Se llevd a cabo esta prueba de Limulus (“prueba LAL”) usando la técnica
de cinética turbidimétrica (método C) segun la farmacopea europea. Se expresaron los resultados en unidades
internacionales (Ul) relacionadas con el patron de endotoxina internacional BRP.

Ejemplo 13.8 — Ensayo para determinar la actividad biolégica (potencia relativa): Se sometié a prueba la actividad
biolégica de muestras de G-CSF en un ensayo de proliferacion in vitro basado en células tal como se describe en la
monografia de filgrastim con las siguientes modificaciones. El método de bioensayo se basé en la comparacion del
cambio de la proliferacion celular de células NFS-60, que se originaron de una linea celular mieloblastica murina. Se
trataron células NFS-60 con series de dilucion de la muestra de prueba y la disolucion de referencia en paralelo. La
proliferacion de las células NFS-60 puede estimularse de manera significativa y especifica con G-CSF. Se realizo la
propagacion de las células en placas de microprueba durante 72 horas. Se detecté el efecto proliferativo usando el
sustrato resazurina (alamar®Blue) que se convirti®6 mediante células viables en el colorante de fluorescencia
resorufina. La sefal de fluorescencia podia detectarse con alta sensibilidad. Se us6 el calculo del ensayo de lineas
paralelas de las dos curvas de dosis-respuesta, con al menos tres puntos en la parte lineal de las curvas, como
evaluacion estadistica. El intervalo aceptable era de entre el 80% y el 125% en comparacion con la disoluciéon de
referencia. Se expreso la potencia relativa en unidades internacionales (Ul) que se definieron mediante patrones
internos calibrados con respecto al patrén internacional de la OMS para filgrastim. EI G-CSF humano, puro,
completamente activo, presenta una actividad bioldgica especifica de 1,0 x 108 Ul/mg.
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Ejemplo 13.9 — Mapeo de péptidos: [Ph. Eur. 7, 2.2.55]. Se us6 el mapeo de péptidos seguido por analisis por
espectroscopia de masas (EM) para el andlisis de los puentes disulfuro. Se desarrollé el procedimiento de escision
enzimatica de los de enlaces peptidicos basandose en la monografia de la Ph. Eur. para filgrastim. La proteasa
usada para la escision era glutamil endopeptidasa (EndoGlu-C). Se llevé a cabo la incubacion a 37°C durante
24 horas y se detuvo mediante adicion de GuHCI 8 M y ebullicion. Se realizé el procedimiento de mapeo de péptidos
en condiciones reducidas y no reducidas. Las diferencias resultantes en el espectro de EM de los perfiles peptidicos
para condiciones reducidas y no reducidas demostraron la posicién de los enlaces disulfuro. EI G-CSF intacto
completamente plegado (filgrastim) tiene dos puentes disulfuro en las posiciones Cys37-Cys43 y Cys65-Cys75,
mientras que un residuo de cisteina esta libre en la posicién 18.

Alternativamente, se separaron péptidos obtenidos a partir de muestras de G-CSF tras la digestion proteolitica en un
sistema de RP-HPLC y se detectaron en UV. Este método proporciona datos comparativos, ya que el cromatograma
de tipo huella obtenido con la disolucidon de prueba se compara con el cromatograma obtenido con el material de
referencia.
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REIVINDICACIONES

Método para replegar factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) a partir de cuerpos de
inclusién, que comprende:

a) solubilizar G-CSF en presencia de un agente solubilizante;

b) realizar una primera etapa de replegamiento y oxidacién, que comprende incubar el G-CSF solubilizado
en presencia de un agente oxidante y el agente solubilizante;

c) eliminar el agente solubilizante mediante adsorcion con resina de intercambio iénico y/o cromatografia de
intercambio idnico, y realizar opcionalmente una precipitacion con acido; y

d) realizar una segunda etapa de replegamiento, que comprende diluir con un tampén de baja
conductividad, o mas preferiblemente agua, e incubar el G-CSF de la etapa (c),

en el que la segunda etapa de replegamiento se realiza en un tampén de baja conductividad que tiene una
conductividad de al menos por debajo de 2mS/cm y durante mas de 12 horas.

Método segun la reivindicacion 1, en el que los cuerpos de inclusidbn son de un microorganismo,
preferiblemente de E. coli.

Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el G-CSF es metionil-G-CSF recombinante bovino o
humano.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente solubilizante es N-
lauroilsarcosina.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente oxidante es CuSO,.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la solubilizacion de G-CSF se
realiza a un valor de pH mayor que pH 7.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente solubilizante es N-
lauroilsarcosina a una concentracion del 0,5% al 1,5%.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la primera etapa de
replegamiento y oxidacion se realiza durante al menos dos horas.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la primera etapa de
replegamiento y oxidacion se realiza con flujo de aire y sin enfriamiento.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la primera etapa de
replegamiento y oxidacion se realiza a un valor de pH de 7-9 y/o a una temperatura de 20-28°C y/o durante
15-25 horas.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la eliminacion del agente
solubilizante en la etapa (c) comprende: AEX y CEX, opcionalmente en este orden.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la eliminacion del agente
solubilizante en la etapa (c) comprende:

a) union a un material de resina de intercambio aniénico mezclando la disolucién de G-CSF con el material
de resina en suspension y eliminacion del material de resina por filtracion, y/o

b) cromatografia de intercambio iénico en condiciones en las que el agente solubilizante se une a la resina
y G-CSF permanece en el flujo directo y/o,

c) cromatografia de intercambio idnico en condiciones en las que G-CSF se une a la resina y el agente
solubilizante permanece en el flujo directo.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente solubilizante y otras
impurezas se eliminan mediante la aplicacion secuencial de las siguientes etapas:

(i) AEX,
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(i) precipitacion con acido,
(ii) AEX, y
(iv) CEX.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente solubilizante y otras
impurezas se eliminan mediante la aplicacion secuencial de las siguientes etapas:

a) union del agente solubilizante a un material de resina de intercambio anidnico mediante el mezclado de
la disolucién de G-CSF con el material de resina en suspension y eliminacion del material de resina por
filtracion;

b) precipitacion de impurezas mediante la reduccion del pH por debajo de pH 5 y mediante la eliminacion
del precipitado por filtracion;

c) cromatografia de intercambio anidénico llevada a cabo en condiciones en las que el agente solubilizante
residual se une a la resina y G-CSF permanece en el flujo directo;

d) cromatografia de intercambio catiénico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la
resina y el agente solubilizante residual permanece en el flujo directo; y

e) eluciéon de G-CSF unido de la resina de intercambio catidnico mediante elucién por etapas o en gradiente
usando un tampon de elucién con pH o concentracion de sal aumentados.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la segunda etapa de
replegamiento se realiza en condiciones de refrigeracion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la segunda etapa de
replegamiento se realiza a una temperatura de 2-8°C y/o durante al menos 24 horas.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la segunda etapa de
replegamiento se realiza a un valor de pH por encima de pH 7.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el método comprende ademas
una etapa de pulido, que comprende una o mas cromatografias de intercambio iénico en las que
opcionalmente la una o mas cromatografias de intercambio idnico en la etapa de pulido comprende(n) una
cromatografia de intercambio aniénico seguida por una cromatografia de intercambio catiénico.

Método segun la reivindicacion 18, en el que la una o mas cromatografias de intercambio idnico
comprende(n) las siguientes etapas:

a) cromatografia de intercambio anidnico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la
resina;

b) elucion de G-CSF unido mediante elucién por etapas o en gradiente usando un tampon de elucion con
un pH disminuido o una concentracién de sal aumentada;

c) cromatografia de intercambio cationico llevada a cabo en condiciones en las que G-CSF se une a la
resina;

d) elucién de G-CSF unido mediante elucién por etapas o en gradiente usando un tampdén de elucién con
pH o concentracion de sal aumentados;

caracterizado porque los polimeros de estructura principal de las resinas de intercambio anionico y
catiénico, ambos comprenden derivados de metacrilato.
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Tabla |:

Condiciones preferidas de las dos etapas de replegamiento

Condicién 1* replegamiento 2° replegamiento

Pureza de G-CSF | 60-70% | 80-90 %
'Cuncentraua de sarcosilo 0.5 % | 0
.Enncentracmn de C Cus_gi _40uM 0 -

 Tris-HCI (pH8) __20mM | 10mM |

' ValordepH ) 8 8 |
‘Temperatura TA T 28C |
| Tiempo de incubacion 20-24 h 32-42 h

Tabla ll:

Rendimientos de tres lotes de produccion de G-CSF

Parametro Lote1 lote2 Lote3d
uerpos de inclusion (masa humeda) 650 g | 650g | 650 g |

'G-CSF purificado (tamafio de lote) | 48.5g | 35.0 g | 3459

'Rendimiento (por masa himeda de IB) 7. 5 % | 54% | 5.3% |
[Pureza final (HPLC) ' 97.5%  96.9 % | 97.0%

Tabla llI:

Purificacién de G-CSF: Controles en proceso seleccionados (intervalo de tres
lotes de produccidn)

Pureza (%) Sarcosilo Endotoxina
HPLC (pico principal) (mg/ml) (UE/mg)
| 1= replegamiento 60.5-72.9 5.0 (#) n.t. |
AG 1X8 (método discontinuo),  n.t. 0.01-0.04 | nt.
' Precipitacion acida . 77.6-90.0 . nd. 1 47.9-62.0 |
2° replegamiento ! 80.3-90.4 n.t. 2.6 -60.5 5
'Pulido(DEAE®*CM) | 965-974 | nt nd. |
| G-CSF formulado | 97.0-975 | nd. n.d.

{#} valor calculado; n.d.=no detectable/inferior al limite de deteccion; n.t.=no sometido a prueba
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Tabla IV:

Pureza y actividad biolégica de 3 lotes de produccion de G-CSF

Parametro Método de ensayo Lote 1 Lote 2 Lote 3
| Impurezas (total) | SDS-PAGE n.d. I n.d. n.d.
| (reductor/no reductor) ' !
Impurezas (total) ' IEF | n.d. " nd. | nd.
Impurezas relacionadas con | RP-HPLC ' 2.5% 1.6% | 3.1%
el producto (total) .
' Impurezas relacionadas con | SEC-HPLC 0.20% 0.18% | 0.14% |
el producto (agregados) ; | !
Proteinas de células huésped | ELISA 2.7 ppm nd. | n.d.
ADN de célula huésped gPCR n.d. nd. | 5 ppm
Endotoxinas  Prueba LAL 0.288 UE/ml | n.d. nd. |
Actividad biolégica (potencia) | Ensayo de proliferacion 107% | 99% | 107%
! celular in vitro

n.d. = no detectable / inferior al limite de deteccion
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Figura 1: Estrategia de replegamiento en dos etapas para la produccion de
G-CSF biclogicamente activo
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Figura 2: Ejemplo de un esquema de replegamiento y purificacion para G-CSF a partir
de cuerpos de inclusion (IB) segun la invencién
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