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DESCRIPCION
Proceso para la purificacion del factor estimulador de colonias de granulocitos, G-CSF

La presente invencion se refiere a un proceso de purificacion de factor estimulador de colonias de granulocitos
humano recombinante (rhG-CSF) empleando cromatografia.

La purificacion de proteinas a partir de fuentes de origen natural es un desafio ya que la proteina de interés a
menudo solo esta presente en pequefias cantidades y esta acompafiada de otros biopolimeros como lipidos,
proteinas o incluso fragmentos de células. Ademas, las proteinas de interés estan mayoritariamente asociadas con
una funcién bioldgica, que a menudo se pierde durante los pasos del proceso para su purificacion.

El arsenal de métodos para purificar biopolimeros como proteinas es muy extenso. Ademas de los métodos de
precipitacion, se conocen métodos cromatograficos en varios tipos de materiales. Con frecuencia los materiales se
modifican con enlaces quimicos tales como iones organicos, cationes como aminas protonadas o aminas
parcialmente o completamente alquiladas. Dichos materiales se usan como intercambiadores de aniones. Pero
también se pueden usar intercambiadores de cationes para métodos de purificacion que dependen de las
propiedades fisicas de la proteina de interés, tales como la forma, el peso molecular y, en particular, su carga. Se
emplea cromatografia de afinidad como alternativa o en combinacion.

Es conocido en la técnica anterior que una desventaja con las resinas de cromatografia de intercambio i6nico
tradicionales (como por ejemplo las resinas de cromatografia de intercambio iénico SP-, CM-, Q- o DEAE
Sepharose® FF) es que la unién de una proteina a la resina solo puede ser realizado dentro de una concentracion
relativamente baja de sal (conductividad, osmolaridad, etc.), tipicamente en el rango de concentracién de 0,01-
0,15M de sal (NaCl, etc.). En ciertas aplicaciones, habria una demanda para poder usar las condiciones de
purificacion relativamente suaves que una etapa de cromatografia de intercambio idnico ejerce hacia las proteinas,
también directamente (sin dilucién adicional) a una resina de cromatografia con una fuerza iénica algo incrementada.
Una mayor fuerza ioénica puede ser una ventaja significativa para la estabilidad de la proteina en una solucién de
proteina; especialmente en una preparacion de proteina bruta como en la recogida de productos proteinicos
producidos de forma recombinante o en productos derivados de plasma en los que las proteasas potenciales estan
presentes en la solucién que pueden afectar negativamente a la proteina diana. Las proteasas a menudo funcionan
mejor en condiciones fisiolégicas (como es el caso en la mayoria de los sistemas celulares), es decir,
aproximadamente a pH 7 y una concentracion de sal de aproximadamente 0,15 M.

Las proteasas podrian inhibirse cambiando las condiciones de tratamiento, por ejemplo, por adicién de sal y/o
cambio de pH, sin embargo, estos dos parametros son criticos para la realizacién de una etapa de cromatografia
idnica convencional y, por lo tanto, a menudo son imposibles de usar en combinacion. Existe la necesidad de
proporcionar un método de purificacion en el curso del cual se puedan emplear las condiciones para minimizar los
efectos de las proteasas.

El documento WO-A2-2008/073620 describe un método de fabricacion para polipéptidos que se producen en células
de insecto utilizando un sistema de expresion de baculovirus. En un ejemplo, el cultivo de células de insectos se
complementa con una mezcla de lipidos inmediatamente antes de la infeccién (por ejemplo, una hora antes de la
infeccidn). Los polipéptidos se aislan del cultivo de células de insecto usando un método que emplea cromatografia
de intercambio aniénico o de modo mixto al principio del proceso de purificacién. Esta etapa del procedimiento es util
para eliminar las endoglicanasas y proteasas derivadas de células de insectos y, por lo tanto, reduce la pérdida del
polipéptido deseado debido a la degradacion enzimatica. En otro ejemplo, la cromatografia en modo mixto se
combina con cromatografia de afinidad de colorante-ligando en una manera de flujo continuo para permitir el
procesamiento rapido del liquido de cultivo de células de insecto y la captura del polipéptido. En otro ejemplo mas,
se aisla un polipéptido a partir de un liquido de cultivo de células de insecto usando un proceso que combina
filtracion de fibra hueca, cromatografia en modo mixto y afinidad de ligando de colorante en una sola unidad
operativa que produce una solucién polipeptidica esencialmente libre de actividad endoglucanasa y proteolitica. En
un ejemplo adicional, los polipéptidos aislados son glicopéptidos que tienen un patrén de glicosilacién especifico de
insecto, que estan conjugados opcionalmente con un grupo modificador, tal como un polimero (por ejemplo, PEG)
que usa una glicosiltransferasa y un azucar de nucleétido modificado. EI documento WO-A2-2009/063069 describe
un proceso para purificar péptidos, en particular, pero no exclusivamente, a un proceso para eliminar endotoxinas de
una solucidn peptidica, un kit que comprende reactivos para dicho proceso y el péptido purificado obtenido mediante
dicho proceso.

Dasari Venkata Krishna Rao et al. (Biotechnol Appl Biochem. 2008 Jun; 50 (Pt 2): 77-87) describe un método de
purificacion que emplea una estrategia de control del proceso desarrollada para mejorar el rendimiento de rhG-CSF
(factor estimulador de colonias de granulocitos recombinante humano). En el presente estudio se logré una pureza
de = 99% con un rendimiento total de 2,18 g/l. El analisis del producto durante la purificacién indicé que los
detergentes eliminaban el 72% de LPS (lipopolisacaridos) y el 98% de HCP (proteinas de células huésped) sin
eliminar el acido nucleico. La concentracion de cisteina fue un parametro clave en el replegamiento de proteinas.
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Se evalud la altura del lecho y el valor de HETP (placas tedricas equivalentes de altura) en la columna SEC
(cromatografia de exclusion de tamafo) y se estudié su impacto en la resoluciéon. Se descubridé que la formulacion
durante SEC era crucial para aumentar los rendimientos del producto con ahorro de tiempo y de costos del proceso.

Quan Bai et al. (Biotechnol Prog. 2007 Sep-Oct; 23 (5): 1138-42) estudia la renaturalizacién y purificacion del factor
de estimulacion de colonias de granulocitos macrofagos recombinante humano (rhGM-CSF) expresado en
Escherichia coli con cromatografia de intercambio aniénico fuerte (SAX). Se investigaron los efectos de los valores
de pH, las relaciones de concentraciones de GSH/GSSG vy las concentraciones de urea en la fase movil en la
renaturalizacion y purificacion de rhGM-CSF con SAX, respectivamente. Los resultados muestran que los tres
factores anteriores tienen influencias notables sobre la eficacia de la renaturalizacion y la recuperacion de masa de
rhGM-CSF. La adicion de GSH/GSSG en la fase movil puede mejorar la formacién de enlaces disulfuro correctos en
rhGM-CSF de modo que su rendimiento de renaturalizaciéon aumenta. Ademas, para mejorar la recuperacion de
masa de rhGM-CSF con SAX, se afiadié la baja concentraciéon de urea en la fase moévil para prevenir la agregacion
de proteinas desnaturalizadas. En las condiciones éptimas, el rhGM-CSF se renaturalizé con purificacién simultanea
en la columna SAX en 30 minutos solo en un paso.

Shelly A. Pizarro (Protein Expr. Purif. 2010 Aug; 72 (2): 184-93) describe sobre un factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF165) que es un mitégeno potente que induce la angiogénesis y la permeabilidad vascular in vivo y ha
demostrado potencial en aplicaciones terapéuticas para acelerar la curaciéon de heridas. El proceso descrito en este
informe involucra un sistema de expresion bacteriano capaz de producir aproximadamente 9 g de rhVEGF por litro
de cultivo y un proceso de purificacion descendiente de replegamiento de proteinas y tres pasos de cromatografia
antes de la formulacién de la sustancia del farmaco. Se us6 un proceso de fermentacién de alta densidad celular
(HCD) por lotes para producir rhVEGF en cuerpos de inclusién periplasmicos. Los cuerpos de inclusion se recogen
del lisado celular y se someten a una operacién de solubilizacién y replegamiento de proteinas en un solo paso para
extraer el rhVEGF para la purificacion. Los rendimientos de recuperacion globales observados durante el proceso,
incluidos el replegamiento y la cromatografia, fueron de 30 + 6%. Las impurezas de las células huésped se eliminan
sistematicamente por debajo de los niveles objetivo tanto en el laboratorio como a gran escala en la demostracion de
la solidez del proceso. La estructura del rhVEGF replegado y purificado se confirmé por espectrometria de masas.
La secuenciacion N-terminal y el mapeo de péptidos tripticos asi como las variantes del producto se analizaron
mediante multiples ensayos de HPLC.

Kimberly A. Kaleas (J Chromatogr A. 2010 Jan 8; 1217 (2): 235-42) describe que las resinas de cromatografia en
modo mixto estan ganando popularidad como herramientas de purificacion para materias primas, y describe el
desarrollo de una aplicacion industrial para capturar selectivamente el factor de crecimiento endotelial vascular
humano recombinante (rhVEGF) sobre Capto MMC™ a partir de una materia prima alcalina. La resina Capto MMC™
contiene un ligando que tiene el potencial de participar en interacciones idnicas, hidrofébicas e hidrogénicas con
proteinas y esta acoplado a una matriz de cuentas de agarosa altamente reticulada. EI VEGF es un factor clave de
crecimiento implicado en la angiogénesis y tiene aplicaciones terapéuticas para la cicatrizaciéon de heridas. Se
expresa en Escherichia coli como cuerpos de inclusion. Los soélidos se recogen del lisado celular, y el rhVEGF se
solubiliza y se replega a pH 9,8 en presencia de urea y agentes redox. Las caracteristicas exclusivas del modo mixto
de Capto MMC™ permitieron la captura de esta proteina basica con un minimo acondicionamiento de la carga y
proporciond un grupo concentrado para posterior procesamiento con> 95% de rendimiento mientras redujeron el
contenido de proteina de la célula huésped a <1,2%. Este estudio explora el impacto de las condiciones de carga y
el tiempo de residencia en la capacidad de unién dinamica, asi como el desarrollo de condiciones de eluciéon para un
rendimiento de purificacion 6ptimo. Después de evaluar diversos tampones de elucién, se demostré que L-arginina
HCI es un agente eluyente efectivo para la desorcion de rhVEGF a partir de la resina de modo mixto Capto MMC™,
ya que rompe con éxito las interacciones multiples entre la resina y rhVEGF. El escalado de laboratorio produjo un
paso de cromatografia robusto que se implemento con éxito en la escala de fabricacion comercial.

El documento CN 101 260 145 A describe un proceso de aislamiento y purificacion de proteinas diana que incluye
albumina sérica humana recombinante y proteinas de fusion de las mismas que emplean la resina de modo mixto
Capto MMC™.,

El documento WO-A1-2009/156430 describe un proceso de purificacion del factor VIl de coagulaciéon usando
cromatografia multimodal asi como también una composicién que comprende FVIII recombinante purificado
obtenible mediante dicho proceso.

Un objeto de la invencion fue evitar los inconvenientes de los procesos de purificacion de una proteina del factor de
crecimiento de la técnica anterior proporcionando un nuevo proceso. De acuerdo con la invencion, el objetivo se
logra mediante un proceso de purificacion de factor estimulador de colonias de granulocitos humanos recombinante
(rhG-CSF) en una secuencia de purificaciéon empleando cromatografia, que se caracteriza porque

- al menos una cromatografia se realiza usando resina Capto MMC™,

- rhG-CSF se une a la resina Capto MMC aun pHentre 4y 6, y
3
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- el rhG-CSF se eluye a un pH de 5,5 a 6,5 y en el que la eluciéon se realiza con arginina que tiene una
concentracion en el intervalo de 0,1 Ma 2,0 M,

- opcionalmente en combinaciéon con una etapa de cromatografia de afinidad por ligando que emplea un
fragmento Fab derivado de levadura dirigido contra el rhG-CSF.

La invencion proporciona un proceso en el que ventajosamente se pueden minimizar los efectos de las proteasas.
Posibilitando agregar sal y/o cambiar el pH en la muestra de proteina bruta con proteasas potenciales presentes, lo
que podria degradar el rhG-CSF, y procesar la solucién de proteina sin mas medidas adicionales y unir rhG-CSF a la
resina de cromatografia Capto MMC™ y proporcionando asi un paso optimizado para la concentracion y purificacion
de rhG-CSF en una muestra bruta, haciéndolo adecuado para una posterior purificacion usando una cromatografia
de afinidad por ligando especifica dirigida hacia rhG-CSF, con proteasa reducida y/o contenido de ADN durante el
procesamiento posterior. Es de importancia especifica, para evitar la degradacion de rhG-CSF durante la
purificacion, utilizar la cromatografia Capto MMC™ como una etapa de captura en una solucién de proteina bruta.

En una realizacion, la cromatografia en Capto MMC™ se combina con una etapa de cromatografia de afinidad por
ligando que emplea un fragmento Fab derivado de levadura dirigido contra el rhG-CSF. La etapa cromatografica que
emplea el fragmento F,, derivado de levadura dirigido contra el rhG-CSF es especialmente adecuada para la
purificacion de rhG-CSF con alto rendimiento y una integridad de molécula inalterada (degradacion, etc.).

G-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos) es un miembro de las glicoproteinas reguladoras
hemopoyéticas, que participan en el crecimiento y la diferenciacion de las células hemopoyéticas de las células
madre. rhG-CSF muestra una IP <6. La resina Capto MMC™ comprende restos unidos a una matriz y los restos
pueden interactuar con rhG-CSF en una mezcla mediante interacciones iénicas y otros tipos de interacciones tales
como enlaces de hidrégeno, interacciones hidrofobicas vy tiofilicas. En una realizacion adicional de la invencion, la
etapa de resina Capto MMC™ se procesa para capturar rhG-CSF de una solucion de proteina bruta donde después
del procesamiento el eluido de cromatografia Capto MMC™ resultante se transfiere a la etapa de cromatografia de
afinidad por ligando empleando un fragmento Fa, derivado de levadura dirigido contra rhG-CSF y después de la
elucion de rhG-CSF de dicha etapa de cromatografia de afinidad, proporcionando una pureza de mas de
aproximadamente el 90% en relacién con las proteinas y el ADN.

En otra realizaciéon adicional de la invencion, la etapa de resina Capto MMC™ vy la etapa de cromatografia de
afinidad por ligando que emplea un fragmento F, derivado de levadura dirigido contra rhG-CSF se combinan con
otras etapas de purificacion cromatografica para proporcionar una pureza de mas mas del 99% en el producto final
de rhG-CSF.

En otra realizacion mas de la invencién, la mezcla que comprende el rhG-CSF es una solucion.

En otra realizacion adicional de la invencion, el rhG-CSF estd en una soluciéon de proteina bruta que incluye
proteasas potenciales, que pueden degradar el producto.

En una realizacién adicional de la invencion, la elucion se realiza con arginina, es decir, con un aminoacido que tiene
una cadena lateral basica. La elucion también se puede realizar en combinacién con un cambio de pH. EI cambio de
pH se realiza ajustando el pH del tampdn de elucién con, por ejemplo, hidroxido sédico o acido acético al pH
deseado y después aplicando el tampodn a la resina Capto MMC™.

De acuerdo con la invencién, la concentracion de arginina esta en particular en el intervalo de aproximadamente 0,1
M a aproximadamente 2 M. En una realizacién adicional de la invencion, se usa una sustancia tampon que
comprende preferiblemente al menos una de las sustancias seleccionadas del grupo que consiste en citrato de
sodio, histidina, acido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)-etano sulfénico (HEPES), acido 2-(N-morfolino)etano sulfénico
(MES), base Tris y acetato de sodio.

En el procedimiento de la invencién, puede estar presente un detergente no idnico en cualquiera de los tampones
utilizados, dicho detergente no idnico se selecciona en particular del grupo que consiste en polisorbatos (Polisorbato
20, 40, 60, 80) y Pluronic F68.

En otra realizacién de la invencién, se aplica un tampon de lavado a la resina Capto MMC™, para eliminar
contaminantes y retener el rhG-CSF, antes de liberar el rhG-CSF, caracterizado porque el tampdn de lavado
comprende un aminoacido que tiene una cadena lateral basica y/o una sal elegida de acuerdo con la serie
Hofmeister, por ejemplo cloruro de sodio y cloruro de potasio. De acuerdo con la invencion, la concentracion del
cloruro de sodio en el tampéon de lavado esta en particular en el intervalo de aproximadamente 0,1 M a
aproximadamente 2M.

Puede ser ventajoso aplicar el tampén de lavado a la resina Capto MMC™, para eliminar contaminantes (proteasas,
ADN, etc.) y retener el rhG-CSF antes de liberar el rhG-CSF.
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En el tampon de elucion, la cantidad de arginina esta tipicamente en el rango de 0,1 a 2M, en particular 0,5M.

La cantidad de detergente no idnico esta tipicamente en el intervalo de 0,001 a 1%, en particular en los tampones
para cromatografia Capto MMC™ al 0,02%.

La resina de cromatografia Capto MMC™ que puede emplearse de acuerdo con la invencion contiene un ligando de
acido 2-(benzoilamino) butanoico con carga negativa y es Capto MMC™.

En otra realizacién de la presente invencion, la secuencia de purificacion puede comprender etapas de
eliminacion/inactivacion de patégenos que comprenden una etapa de inactivacién quimica, una etapa de eliminacion
basada en tamanfo, etapas de cromatografia o combinaciones de las mismas, cuyos pasos se basan en diferentes
propiedades fisiolégicas dirigidas al patdgeno a ser eliminado.

En una realizacién particular, el proceso de la invencion, la secuencia de purificacion comprende ademas los
siguientes pasos:

1. cromatografia Capto MMC™;

2. una etapa de inactivacion quimica para virus con cubierta, en particular la inactivaciéon disolvente/detergente
empleando fosfato de tri-n-butilo y Triton X-100 como se describe en el documento EP-A-131 740;

3. una resina de afinidad basada en un fragmento F;, dirigido contra rhG-CSF expresado en levadura;

4. un intercambiador de cationes tal como SP Sepharose® o Resource™ S;

5. una etapa de eliminacion de patégenos por filtracién con un tamafio medio de poro de aproximadamente 20 nm tal
como Planova 20N;

6. una etapa de intercambio y/o concentraciéon de tampdn tal como ultrafiltracién con un corte aproximado de 1-5
kDa;

7. una resina de cromatografia de exclusion por tamafio tal como Superdex® 75.

Breve descripcion de las figuras.

La Figura 1 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0
utilizando un tampdn de acetato de sodio.

La Figura 2 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0
utilizando un tampon de acetato de sodio.

La Figura 3 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0
utilizando un tampon de acetato de sodio.

La Figura 4 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0 del
material de partida utilizando un tampdén de acetato de sodio.

La Figura 5 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0
utilizando un tampodn de citrato de sodio.

La Figura 6 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 5,0
utilizando un tampon de citrato de sodio.

La Figura 7 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 5,5
utilizando un tampodn de citrato de sodio.

La Figura 8 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 6,0
utilizando un tampodn de citrato de sodio.

La Figura 9 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 6,5
utilizando un tampon de citrato de sodio.

Las Figuras 10a y 10b muestran una SDS-PAGE tefida con plata y la separacion de proteinas en el inicio y eluido
de Capto MMC™.

La Figura 11 muestra un cromatograma de la purificacion de G-CSF de un sobrenadante libre de células.

La Figura 12 muestra una SDS-PAGE tefiida con Coomassie que muestra el eluato después de la etapa de
cromatografia de afinidad.
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La figura 13 muestra una SDS-PAGE tefiida con plata que muestra el material de partida, el Flujo continuo y la
elucion después de la etapa de cromatografia de afinidad.

La invencion se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes, que se han ejemplificado
mediante la purificacion de rhGCSF.

Ejemplos
Descripcion de los métodos analiticos
Determinacion del contenido de rhG-CSF por ELISA especifico de G-CSF

El principio de un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es la cuantificacion de una proteina
(antigeno) mediante su unién especifica a anticuerpos contra esta proteina. La cuantificacion de rhG-CSF se realizd
mediante el uso de un ELISA de tipo sdndwich, basado en el ELISA de conjunto doble de G-CSF (R&D Systems, N°
Cat. DY214). Como estandar de calibracion se us6 G-CSF humano recombinante derivado de E. coli (R&D Systems,
N° Cat. 214-CS-005, 0,015-1 ng/ml). El anticuerpo de captura (G-CSF antihumano de ratén) se unio a los pocillos de
una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Después de la captura del antigeno de G-CSF y una etapa de lavado, el
anticuerpo de deteccién biotinilado (G-CSF de cabra antihumano) se unié al antigeno de G-CSF. Después de una
segunda etapa de lavado, se aplicd estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante (estreptavidina-
HRP), que se une al anticuerpo de deteccién biotinilado. Para la cuantificacion, se afiadié el sustrato de peroxidasa
tetrametilbencidina (TMB) en presencia de perdéxido de hidrogeno y se desarrollé un color azul. Después de detener
la reaccion con acido sulfurico, se desarrolla un colorante amarillo estable. La concentracion de colorante amarillo es
proporcional a la cantidad de peroxidina unida y, por lo tanto, proporcional a la cantidad de antigeno de G-CSF. La
concentracion del tinte se mide fotométricamente a 450 nm. La concentracion de rhG-CSF en las muestras
desconocidas se calculd a partir de la curva estandar de G-CSF humana recombinante, que siempre dio un
coeficiente de correlacion lineal (r) de> 0,99.

Determinacioén del contenido de rhG-CSF por HPLC de fase inversa (RP)

RP-HPLC implica la separacién de proteinas en funcion de su polaridad; la retencion de las moléculas de proteina
se rige por interacciones hidrofébicas entre la porcién no polar de las moléculas de soluto y la fase estacionaria no
polar de la columna de HPLC. Se uso6 un sistema de HPLC (Dionex Ultimate 3000), equipado con un detector UV y
una columna Jupiter C18, 300A, 5 um, 4,6 x 150 mm (Phenomenex, N° Cat. 00F-4053-EQ) para la determinacién de
proteinas. La columna, funcionando a 2015 °C, se equilibré con acido trifluoroacético al 0,1% (v/v) (TFA) en agua
(fase movil A). Para la elucion, se utilizéd TFA al 0,1% (v/v) en acetonitrilo (fase movil B) en el gradiente lineal (0-5
min 5% B, 5-12 min 55% B, 12-17 min 100% B, 17 -22 min 5% B) con un caudal de 1,0 ml/min. La carga de muestra
fue de 30 pg por inyeccion en un volumen de inyeccién total de 100 ul maximo. La deteccion se llevo a cabo
midiendo la absorbancia UV a 214 nm. Filgrastim CRS de Ph.Eur 2.5-40 ng (2.5-5-10-20-40 pg) se uso para la curva
estandar. El estandar Filgrastim CRS se prediluyé en agua para uso en laboratorio (WFL) a una concentracion de
0,4 mg/ml. Se realizé una predilucién de las muestras en WFL hasta una cantidad de inyeccion de 30 g, si fuera
necesario. El contenido de rhG-CSF en las muestras desconocidas se calculé a partir de la curva estandar de
Filgrastim CRS, que siempre dio un coeficiente de correlacion lineal (r) de> 0,99.

Determinacion de la pureza mediante HPLC de fase inversa (RP)

El método y los dispositivos usados para la determinacion de la pureza mediante RP-HPLC son equivalentes al
método para la determinacion del contenido de rhG-CSF. La pureza de la soluciéon que contiene rhG-CSF [%] se
calculo ajustando el area del pico del pico de rhG-CSF en relaciéon con el area del pico total.

Determinacioén de la pureza y distribucion del peso molecular mediante SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) implica la separaciéon de proteinas en funciéon de su
tamafo. La determinacion de la pureza y el andlisis de la distribucion del peso molecular para las muestras que
contienen rhG-CSF se realizaron en condiciones reductoras. Para este propdsito se usaron geles de gradiente de
Tris-Tricina (10-20%, de Anamed, N° Cat. TR12012) y geles de gradiente Tris-HCI (10-20%, de Bio-Rad, N° Cat.
345-0043). Para los geles de gradiente de Tris-Tricina, se aplico el Polipéptido SDS-PAGE de peso molecular
estandar de Bio-Rad (N° Cat. 161-0326; 1,4- 26,6 kDa) como patrén de peso molecular; para los geles de gradiente
Tris-HCI, se aplicé el estandar de precision Precision Plus Protein All Blue Standard de Bio-Rad (N° Cat. 161-0373,
10-250 kDa). Las bandas de proteina separadas por electroforesis se visualizan mediante tincion con plata o con
Coomassie. El G-CSF humano recombinante derivado de E. coli (no glicosilados, R&D Systems N° Cat. 214-CS-
005) se uso el producto glicosilado derivado de CHO, llamado Granocyte (Chugai) como referencia de G-CSF
(muestras de control). La evaluacién del peso molecular y la pureza se realiza visualmente al juzgar las apariencias
de los estandares, referencia (muestra de control) y muestras analizadas.
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G-CSF humano recombinante (rhG-CSF)
Produccion y purificacion de suspension de células que contienen rhG-CSF.
Células

La linea celular utilizada es un derivado de la célula renal embrionaria humana 293 (HEK 293), que se adapté al
crecimiento libre de suero. Este huésped, HEK 293F, se transfecté de forma estable con un casete de expresion que
portaba la secuencia de codificacion de ADNc para G-CSF humano. El promotor fuerte se usoé para el casete. El
proceso general también se describe en el documento EP 1739179 (Schroder et al).

Método de cultivo

Las células se cultivaron en medio libre de suero en equipamientos generales y de acuerdo con métodos generales
bien conocidos en la técnica, por ejemplo, cultivos agitados o agitados en matraces t, matraces agitadores y
biorreactores (sistemas desechables y tanques agitados convencionales) se ejecutan como cultivos por lotes, lotes
alimentados, cultivos chemostat por perfusién o continuos (Freshney, RI (2000), Culture of animal cells: a manual of
Basic technique, 42 edicion, Wiley-Liss; Spier, RE ed (2000), Encyclopedia of cell technology, Wiley, Nueva York;
Enfors, S-O y Haggstrom, L (2000), Bioprocess technology: fundamentals and applications, Hogskoletryckeriet,
Royal Institute of Technology, Estocolmo; Vinci, VA y Parekh, SR (2003), Handbook of industrial cell culture:
mammalian, microbial, and plant cells, Humana Press, USA). Tipicamente, la perfusion de medio se us6 para
aumentar el nimero de células y los titulos de rhG-CSF mas alla de los niveles de cultivo por lotes estandar. El
rendimiento de rhG-CSF y la cantidad de proteinas de la célula huésped difieren dependiendo del modo de cultivo:

« el titulo de rhG-CSF tipicamente aumentara con el nimero de células

« el contenido de proteina total y el contenido de ADN aumentaran tipicamente con el nimero de células

« el contenido de proteina total y el contenido de ADN también puede aumentar con la longevidad del cultivo

« los cultivos por lotes acumulan proteina y ADN; nada se agrega externamente, no se elimina nada

* los procesos de perfusion enjuagan los cultivos celulares de los metabolitos, proteinas, ADN y otras impurezas, los
filtros o las centrifugas celulares se usaban tipicamente para la retencion celular.

El rhG-CSF se libera de las células y la suspensién celular o el sobrenadante de la suspensién celular se recoge.
Las propiedades de la cosecha (titulaciones de rhG-CSF e impurezas como se menciond anteriormente) difieren
segun el modo de cultivo utilizado.

La suspension celular se ha usado en algunos de los ejemplos de rhG-CSF descritos a continuacion.
Método de purificacién

El rhG-CSF se libera de las células y la suspension celular o el sobrenadante de la suspension celular se recogen.
La purificacion aplicada comprende una purificacion en 4 pasos. Se us6 cromatografia de intercambio cationico (SP
Sepharose® Fast Flow (FF)) para la etapa de captura de rhG-CSF del sobrenadante del cultivo celular, seguido de
una etapa de cromatografia de afinidad metalica de metal inmovilizado (IMAC) (Zn-IDA quelante Sepharose® Fast
Flow (FF)), una segunda etapa de cromatografia de intercambio catiénico (Resource™ S) para pulir y una etapa de
cromatografia de exclusién por tamafo (Superdex® 75) como paso final.

Preparacién de rhG-CSF contenido en el sobrenadante de cultivo celular

Antes de la etapa de captura, la concentracion de rhG-CSF de los lotes de sobrenadantes [mg/L] se determind
mediante un ELISA especifico de G-CSF para verificar la cantidad total de rhG-CSF [mg] El sobrenadante congelado
(-80 ° C) se descongeld en un bafo de agua ajustado a 20 + 5 °C. Después, el sobrenadante se centrifugd a 9000xg
durante 15 minutos a 4 °C y luego se filtr6 adicionalmente usando unidades de filtro de 0,2 ng. El pH del
sobrenadante filirado se ajustd a pH 4,0 usando acido acético.

Etapa de captura (SP Sepharose® FF)

Una columna XK 16/20 se empaqueté con 10 ml de material SP Sepharose® FF (1 volumen de columna (CV) = 10
ml). La resina SP Sepharose® FF se obtuvo de GE Healthcare (N° Cat. 17-0729-01).

El equilibrado se realizé con 3 CV del tampdn de equilibrado (acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 100 mM,
Tween20 al 0,02%, pH 4,0) seguido de la carga del material de partida con un caudal de 2,5 mil/min. El siguiente
paso de lavado se realizé con el mismo tampén y la misma velocidad de flujo, usando 5 CV. La elucién se realizd
con un tampodn de elucién que contenia 20 mM de acetato de sodio, 1 M de cloruro de sodio, 0,02% de Tween20, pH
4,0, aplicando un gradiente lineal de 0% a 40% de tampdn de elucién en 8 CV a un caudal de 2,5 ml/min, seguido de
un paso de elucion con 100% de tampdn de elucion con 5 CV.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2670 827 T3

La concentracion de rhG-CSF del conjunto de eluato, recogida a partir de la elucién de gradiente lineal, se analizd
mediante un ELISA especifico de GCSF.

Paso IMAC (Zn-IDA Sepharose® FF quelante)

Una columna XK 16/20 se empaqueta con 10 ml de Sepharose® FF quelante que se carga con 2 ml de ZnCl, 0,2 M
(1 volumen de columna (CV) = 10 ml). La resina Sepharose® FF quelante se obtuvo de GE Healthcare (N° Cat 17-
0575-01). Antes de cargar, el pH de la carga de la columna IMAC (eluido de SP Sepharose® FF) se ajust6 a pH 8,0
con NaOH).

El equilibrado se realizé con 3 CV del tampdn de equilibrado (Tris/HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) seguido de la
carga del eluido de SP Sepharose® FF con un caudal de 2 ml/min. El siguiente paso de lavado se realizé con el
mismo tampén y la misma velocidad de flujo, usando 2 CV.

La elucion se realizdé con un tampén de elucién que contenia Tris/HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 4,0, aplicando un
gradiente lineal de 0% a 100% de tampdn de elucion dentro de 3 CV a un caudal de 1 ml/min. A continuacion, se
aplico un retraso de gradiente con tampén de elucion del 100% con 4 CV.

La concentracion de rhG-CSF del conjunto de eluato, recogida a partir de la eluciéon con tampodn de elucion al 100%,
se analizé mediante un ELISA especifico de G-CSF.

Paso de pulido (Resource™ S)

Una columna Resource™ S preempaquetada (CV = 6 ml) de la columna GE Healthcare (N° Cat. 17-1180-01) se
equilibra con un tampoén de equilibrado de 5 CV (acetato de sodio 20 mM, Tween-20 al 0,02%, pH 4,0) a un caudal
de 4 mil/min. Antes de la purificacién, el eluato de IMAC debe ajustarse a un pH de 4,0 con acido acético y diluirse 5
veces usando el tampon de equilibrado.

La etapa de lavado se realizé con 10 CV del tampén de equilibrado a un caudal de 4 mil/min.

La elucion se realizé con un tampoén de elucién que contiene 20 mM de acetato de sodio, 1 M de NaCl, 0,02% de
Tween-20, pH 4,0, aplicando un gradiente lineal de 0% a 100% de tampdn de eluciéon con 20 CV a un caudal de 2
ml/min.

La concentracion de rhG-CSF del conjunto de eluato, recogida a partir de la elucién de gradiente lineal con 50-85%
de tampon de elucidn, se analizé mediante un ELISA especifico para G-CSF.

Paso de cromatografia de exclusion por tamafio (Superdex75)

Para la etapa de exclusion de tamafio se us6 una columna Hiload 26/60 Superdex 75 Prep Grade preempaquetada
(GE Healthcare N° Cat 17-1044-01, CV = 320 ml). La columna se equilibré con 1 tampdn CV (acetato de sodio 20
mM, NaCl 200 mM, Tween20 al 0,02%, pH 6,5) seguido de la carga del eluato Resource™ S a un caudal de 2,5
ml/min y un volumen de carga maximo de 4 % CV.

La concentracion de rhG-CSF del conjunto de eluato se analizé6 mediante un ELISA especifico de G-CSF y mediante
HPLC de fase reversa (RP). La pureza de la fraccion de purificacion final se analiza mediante el uso de RP-HPLC,
HPLC de exclusion por tamafio (SE) y SDS-PAGE vy es tipicamente > 95%.

El eluato de exclusion por tamario se ha usado en algunos de los ejemplos de rhG-CSF descritos a continuacion.
Purificaciéon de rhG-CSF usando resina Capto MMC™ como etapa de captura.

Ejemplo de referencia 1 (Experimento 1)

Material de partida

El rhG-CSF purificado se diluy6 en un tampén de equilibrado para disminuir la concentracion de proteina total y para
conseguir un volumen mas conveniente antes de cargarse en una columna Capto MMC™. El rhG-CSF estaba
disuelto antes de la dilucién en acetato de sodio 20 mM de, NaCl 0,5M, Tween 20 0,02%, pH 4,0.

Resina y columna cromatograficas

Se us6 Capto MMC™, una resina en modo mixto de GE Healthcare (n. ° de cat. 17-5317), como etapa de captura
para la molécula de rhG-CSF. Capto MMC™ es una resina catidnica débil con interacciones hidrofébicas y tiofilicas y
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enlaces de hidrogeno. Una columna Tricorn 5/150 (GE Healthcare) se empaqueté con resina Capto MMC™ a una
altura de lecho de 15 cm. El volumen de columna (CV) de Capto MMC™ fue de 3 ml.

Tampones
Tampén de equilibrado: acetato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, polisorbato 80 al 0,02%, pH 4,0

Tampon de elucion: citrato sédico 20 mM, NaCl 0,1 M, monoclorhidrato de arginina 0,5 M, polisorbato 80 al 0,02%,
pH 7,0.

Configuracién experimental

La columna se equilibré con tampdn de equilibrado seguido de carga del material de partida a un caudal de 1 ml/min.
Esto fue seguido por una etapa de lavado con el tampdn de equilibrado y luego se eluyd la columna usando el
tampon de elucion. Las muestras se retiraron y se analizaron para rhG-CSF mediante un método de HPLC. Como se
ve en la Tabla 1, no se encontré G-CSF en la fraccién de flujo a través. El tampdn de elucion contenia clorhidrato de
arginina 0,5 M y el pH se alteré a 7,0. La recuperacion de G-CSF fue del 89% vy el perfil de elucion fue un pico mas
concentrado. La columna se limpi6 después de de la elucion en su lugar con una solucién de NaOH 1M. Se observé
un pico muy pequefio a partir del lavado con NaOH 1M de la columna.

El cromatograma se muestra en la figura 1.

Tabla 1.
Muestra Volumen ml | rhG-CSF pg/ml | Total rhG-CSF pg | Rendimiento%
Material de partida 8,71 111 966,8 100
Flujo continuo y lavado de equil. 18 0 0 0
Eluato 12 72 864 89

Conclusién

Todos los G-CSF cargados se unieron a Capto MMC™ a pH 4,0. Se obtuvo un alto rendimiento (89%) en la fraccion
de elucién que se recolectod en tres volumenes de columna. El tampdén de elucion tenia un pH de 7,0 y se incluyd
monoclorhidrato de arginina 0,5M.

Leyenda de figura de la Figura 1.

Experimento 1; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0 utilizando un
tampon de acetato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en la
figura. La columna se eluy6é usando un tampén con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 0,5M. Se
obtuvo un doble pico por eluciéon. El doble pico se recogié como una fraccion.

Ejemplo de referencia 2 (Experimento 2)

Material de partida

El rhG-CSF purificado se diluy6 en un tampén de equilibrado para disminuir la concentracion de proteina total y para
conseguir un volumen mas conveniente antes de cargarse en una columna Capto MMC™. El rhG-CSF estaba
disuelto antes de la dilucién en acetato de sodio20 mM, NaCl 0,5M, Tween 20 0,02%, pH 4,0.

Resina y columna cromatograficas

Se us6 Capto MMC™, una resina de modo mixto de GE Healthcare (n. ° de cat. 17-5317), como etapa de captura
para la molécula de rhG-CSF. Capto MMC™ es una resina catiénica débil con interacciones hidrofébicas y tiofilicas y
enlaces de hidrégeno. Una columna Tricorn 5/150 (GE Healthcare) se empaquetd con resina Capto MMC™ a una
altura de lecho de 15 cm. El volumen de columna (CV) de Capto MMC™ fue de 3 ml.

Tampones

Tampon de equilibrado: acetato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, polisorbato 80 al 0,02%, pH 4,0
Tampon de elucion: citrato sdédico 20 mM, NaCl 0,1 M, polisorbato 80 al 0,02%, pH 7,0.
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Configuracion experimental

La columna se equilibré con tampdn de equilibrado seguido de la carga del material de partida a un caudal de 1
ml/min. Esto fue seguido por una etapa de lavado con el tampén de equilibrado y luego se eluy6 la columna usando
el tampon de elucion. Las muestras se retiraron y se analizaron para rhG-CSF mediante un método de HPLC. Como
se ve en la Tabla 2, no se encontré rhG-CSF en el flujo. El tampdn de elucién tenia un pH de 7,0. Se encontré mas
del 90% del rhG-CSF cargado en la columna Capto MMC™ en la fraccion eluida. El pico de elucion fue mas amplio
que en el experimento 1, cuando se incluyé arginina en el tampén de elucion. El volumen de elucion se duplicé.

Tabla 2.
Muestra Volumen ml rhG-CSF pg/ml Total rhG-CSF ng Rendimiento%
Material de partida 8,91 77,47 691 100
Flujo continuo y lavado de equil. 30 0 0 0
Eluato 24 26,07 626 90,5

Conclusién

El G-CSF humano recombinante (rhG-CSF) se une a la resina Capto MMC™ a pH 4 y podria eluirse a pH 7 en una
solucion tamponada con citrato de sodio.

Ejemplo de referencia 3 (Experimento 3)
Material de partida

El rhG-CSF purificado se diluyé en un tampoén de equilibrado para disminuir la concentraciéon de proteina total y para
conseguir un volumen mas conveniente antes de cargarse en una columna Capto MMC™. El rhG-CSF estaba
disuelto antes de la disoluciéon en 20 mM de acetato de sodio, NaCl 0,5M, Tween 20 0,02%, pH 4,0.

Resina y columna cromatograficas

Se us6 Capto MMC™, una resina en modo mixto de GE Healthcare (n. ° de cat. 17-5317), como etapa de captura
para la molécula de rhG-CSF. Capto MMC™ es una resina catidnica débil con interacciones hidrofébicas y tiofilicas y
enlaces de hidrogeno. Una columna Tricorn 5/150 (GE Healthcare) se empaqueté con resina Capto MMC™ a una
altura de lecho de 15 cm. El volumen de columna (CV) de Capto MMC™ fue de 3 ml.

Tampones

Tampén de equilibrado: acetato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, polisorbato 80 al 0,02%, pH 4,0
Tampon de elucion: HEPES 20 mM, NaCl 0,3 M, polisorbato 80 al 0,02%, pH 7,0.

Configuracion experimental

La columna se equilibré con tampdn de equilibrado seguido de la carga de material de partida a un caudal de 1
ml/min. Esto fue seguido por una etapa de lavado con el tampén de equilibrado y luego se eluy6 la columna usando
el tampon de elucion. Las muestras se retiraron y se analizaron para rhG-CSF mediante un método de HPLC. Como
se ve en la Tabla 3, no se encontré rhG-CSF en el flujo continuo. El tampdn de elucion tenia un pH de 7,0 y la
concentracion de NaCl se elevé a 0,3 M en comparacién con el experimento 2. Se encontré que todo el rhG-CSF
cargado en la columna Capto MMC™ estaba en la fraccion eluida. El perfil de cromatografia se muestra en la figura
2. Se obtuvo un pico de elucién amplio, y el pico de elucidon completo se recogié como una fraccion de elucion.

Tabla 3.
Muestra Volumen ml rhG-CSF ug/ml Total rhG-CSF ng Rendimiento%
Material de partida 8,8 71,2 627 100
Flujo continuo y lavado de equil. 30 0 0 0
Eluato 24 27,1 650 103,7

Conclusién

El rhG-CSF se une a la resina Capto MMC™ a pH 7 y se eluyé al 100% a pH 7 cuando se incluyé NaCl 0,3 M en el
tampon de elucion. El volumen de elucion fue grande, el doble del volumen en comparacion si se incluyese arginina
en el tampdn de elucion. Esto significa que NaCl 0,3M no tiene el mismo efecto de elucion en G-CSF de una resina
Capto MMC™ con arginina 0,5M.
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Leyenda de figura de la Figura 2.

Experimento 3; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0 utilizando un
tampon de acetato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en la
figura. La columna se eluyé usando un tampén con pH 7,0 que contenia NaCl 0,3M. Se obtuvo un doble pico por
elucion. El doble pico amplio se recogié como una fraccion.

Ejemplo de referencia 4 (Experimento 4)
Material de partida

El rhG-CSF purificado se diluyé en un tampdén de equilibrado para disminuir la concentracion de proteina total y para
conseguir un volumen mas conveniente antes de cargarse en una columna Capto MMC™. El rhG-CSF estaba
disuelto antes de la dilucién en acetato de sodio 20 mM, NaCl 0,5M, Tween 20 0,02%, pH 4,0.

Resina y columna cromatograficas

Se us6 Capto MMC™, una resina de modo mixto de GE Healthcare (n. ° de cat. 17-5317), como etapa de captura
para la molécula de rhG-CSF. Capto MMC™ es una resina catidnica débil con interacciones hidrofébicas y tiofilicas y
enlaces de hidrogeno. Una columna Tricorn 5/150 (GE Healthcare) se empaqueté con resina Capto MMC™ a una
altura de lecho de 15 cm. El volumen de la columna (CV) fue de 3 ml.

Tampones

Tampon de equilibrado: acetato sodico 20 mM, NaCl 0,1 M, polisorbato 80 al 0,02%, a pH 4,0
Tampon de elucion: citrato de sodio 20 mM, clorhidrato de arginina 0,5 M, polisorbato 80 al 0,02%, pH 4,0.

Configuracion experimental

La columna se equilibré con tampén de equilibrado seguido de cargar el material de partida a un caudal de 1 ml/min.
Esto fue seguido por una etapa de lavado con el tampdn de equilibrado y luego se eluyé la columna usando el
tampon de elucion. Las muestras se retiraron y se analizaron para rhG-CSF mediante un método de HPLC. Como se
ve en la Tabla 4, no se encontréo rhG-CSF en el flujo. El tampdn de elucién se alteré a un tampén que contenia
arginina y no tenia cloruro de sodio y el pH era 4,0. No se encontré rhG-CSF en la fraccion eluida.

Tabla 4.
Muestra Volumen ml rhG-CSF pg/ml Total rhG-CSF pg Rendimiento%
Material de partida 9 69,4 625 100
Flujo continuo y lavado de equil. | 27 0 0 0
Eluato 27 0 0 0

Conclusién

El rhG-CSF no se pudo eluir de la resina Capto MMC™ solo mediante la adicién de monoclorhidrato de arginina 0,5
M al tampdn, sin cambiar el pH. Esto puede funcionar como un paso de lavado.

Ejemplo de referencia 5 (Experimento 5)

Material de partida

El rhG-CSF purificado se diluyé en un tampdn de equilibrio para reducir la concentracién de proteina total y para
conseguir un volumen mas conveniente antes de cargarse en una columna Capto MMC™. El rhG-CSF estaba
disuelto antes de la dilucién en acetato de sodio 20 mM, NaCl 0,5M, Tween 20 0,02%, pH 4,0.

Resina y columna cromatograficas

Se us6 Capto MMC™, una resina en modo mixto de GE Healthcare (n. ° de cat. 17-5317), como etapa de captura
para la molécula de rhG-CSF. Capto MMC™ es una resina catidnica débil con interacciones hidrofébicas y tiofilicas y
enlaces de hidrogeno. Una columna Tricorn 5/150 (GE Healthcare) se empaqueté con resina Capto MMC™ a una
altura de lecho de 15 cm. El volumen de columna (CV) de Capto MMC™ fue de 3 ml.

Tampones

Tampon de equilibrado: acetato sodico 20 mM, NaCl 0,1 M, polisorbato 80 al 0,02%, a pH 4,0
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Tampon de elucion: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, monoclorhidrato de arginina 1 M, polisorbato 80 al 0,02%,
pH 4,0.

Configuracion experimental

La columna se equilibré6 con tampon de equilibrado seguido de la carga del material de partida a un caudal de 1
ml/min. Esto fue seguido por una etapa de lavado con el tampén de equilibrado y luego se eluy6 la columna usando
el tampodn de elucion. Las muestras se retiraron y se analizaron para rhG-CSF mediante un método de HPLC. El
analisis mostré que rhG-CSF se unia a la resina Capto MMC™ durante estas condiciones de tampén. Como se ve
en la Tabla 5, no se encontré rhG-CSF en el flujo continuo. El tampoén de elucion se modificé a un tampdn que
contenia arginina y sin cloruro sédico y el pH era 4,0, el mismo que en el tampdn de equilibrado. No se encontré
rhG-CSF en la fraccion eluida. Esto significa que una mayor concentracién de arginina (1 M) no tuvo ningun efecto
sobre la elucién de rhG-CSF de la columna Capto MMC™. Pero como se ve en la figura 3, se obtuvo un pico cuando
la columna se eluy6é mediante el tampdn de eluciéon que contiene 1M de arginina y pH 4. El segundo pico grande es
el resultado del lavado con NaOH 1M.

Tabla 5.
Muestra Volumen ml rhG-CSF pg/ml Total rhG-CSF ng Rendimiento%
Material de partida 9,04 69,4 723 100
Flujo continuo y lavado de equil. 18 0 0 0
Eluato 9 0 0 0

Conclusién

El rhG-CSF no se pudo eluir de la resina Capto MMC™ solo afiadiendo monoclorhidrato de arginina 1 M al tampén,
sin cambiar el pH. Esto puede funcionar como un paso de lavado.

Leyenda de Figura de la Figura 3.

Experimento 5; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0 utilizando un
tampon de acetato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en la
figura. La columna se eluy6 usando un tampdn con pH 4,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 1M. Se obtuvo

un doble pico por elucién. Se obtuvo un Unico pico en la fraccién de eluato. Se obtuvo un pico grande mediante el
lavado con NaOH 1M.

Ejemplo 6 (Experimentos 6, 7, 8, 9, 10, 11)

Material de partida

El rhG-CSF purificado se diluyé en un tampon de equilibrado para disminuir la concentracion de proteina total y para
conseguir un volumen mas conveniente antes de cargarse en una columna Capto MMC™. Y también para alcanzar
el pH que se solicitdé para cada experimento. El rhG-CSF estaba disuelto antes de la dilucion en 20 mM de acetato
de sodio, 0,2 M de NaCl, 0,02% de Tween 20, pH 6,5.

Resina y columna cromatograficas

Se us6 Capto MMC™ | una resina de modo mixto de GE Healthcare (n. ° de cat. 17-5317), como etapa de captura
para la molécula de rhG-CSF. Capto MMC™ es una resina catidnica débil con interacciones hidrofébicas y tiofilicas y
enlaces de hidrogeno. Una columna Tricorn 5/150 (GE Healthcare) se empaqueté con resina Capto MMC™ a una
altura de lecho de 15 cm. El volumen de columna (CV) de Capto MMC™ fue de 3 ml.

Tampones

Experimento 6

Tampon de equilibrado: acetato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato 80, pH 4,0

Tampon de lavado: NaAc 20 mM, NaCl 1 M, 0,02% de Polisorbato 80, pH 4,0

Tampon de elucién: citrato de sodio 20 mM, monoclorhidrato de arginina 0,5 M, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato
80, pH 7,0.

Experimento 7

Tampén de equilibrado: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato 80, pH 5,0
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Tampon de elucion: citrato de sodio 20 mM, monoclorhidrato de arginina 0,5 M de, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato
80, pH 7,0.

Experimento 8

Tampén de equilibrado: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato 80, pH 6,0
Tampén de elucion: citrato de sodio 20 mM, monoclorhidrato de arginina 0,5 M de, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato
80, pH 7,0.

Experimento 9

Tampon de equilibrado: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato 80, pH 6,5
Tampon de elucion: citrato de sodio 20 mM, monoclorhidrato de arginina 0,5 M de, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato
80, pH 7,0.

Experimento 10

Tampon de equilibrado: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato 80, pH 5,5
Tampon de elucion: citrato de sodio 20 mM, monoclorhidrato de arginina 0,5 M de, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato
80, pH 7,0.

Experimento 11

Tampén de equilibrado: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato 80, pH 4,0
Tampon de elucion: citrato de sodio 20 mM, monoclorhidrato de arginina 0,5 M de, NaCl 0,1 M, 0,02% de Polisorbato
80, pH 7,0.

Configuracion experimental

Cada experimento se realizé de la siguiente manera. El rhG-CSF purificado se diluyé aproximadamente 1 en 20 con
el tampon de equilibrado a usar. El pH del material de partida se control6 y fue en todos los experimentos el mismo
que el tampén de equilibrado sin ajustar. La columna se equilibré con tampdn de equilibrado seguido de la carga del
material de partida a un caudal de 1 ml/min. Esto fue seguido por una etapa de lavado con el tampdn de equilibrado
y luego se eluyd la columna usando el tampodn de elucidn. En el experimento 6, la columna también se lavé con un
tampdn que contenia NaCl 1 M antes de la elucidon. Las muestras se retiraron y se analizaron para rhG-CSF
mediante un método de HPLC.

Como se ve en la figura 4 en el Experimento 6, no se obtuvo un pico en el lavado con NaCl 1 M, lo que indica que no
se elimind por lavado el rhG-CSF de la columna Capto MMC™. Se obtuvo el mismo perfil de elucién cuando se
purificd6 G-CSF en una columna Capto MMC™ independientemente si se usé un tampdn de acetato de sodio o un
tampon de citrato de sodio a pH 4 (Experimento 6 y Experimento 11).

Los resultados del analisis para mostrar a qué nivel se une rhG-CSF a Capto MMC™ y cuyo rendimiento se obtiene
se presentan en la tabla 6.

Tabla 6.

N° pH en la muestra de | G-CSF en el Flujo continuo % G-CSF en el Eluato % Figura
Experimento carga

6 4,0 0 105 4

11 4,0 0 100 5

7 5,0 0 98 6

10 55 0 97 7

8 6,0 0 97 8

9 6,5 26,8 25,7 9

Los datos de la tabla 6 muestran que G-CSF se une a la resina Capto MMC™ a un pH entre 4 y 6 sin pérdida de
material en el flujo continuo. Pero con pH 6,5 en el material de partida, la mayoria del G-CSF detectado se encontrd
en la fraccién de flujo continuo.

La columna Capto MMC™ se eluyd con un conjunto de tampén a pH 7 y que contiene 0,5 M de arginina. La

recuperacion de G-CSF fue alta cuando el material se cargé en la columna a pH 4 a 6, mientras que cuando se uso
pH 6,5 en el material de partida, el rendimiento en el eluato fue bajo.
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En los cromatogramas siguientes (Figuras 4, 5 y 6), se muestra que cuando rhG-CSF esta en un tampén con pH 4 o
5, se eluye de una columna Capto MMC™ como un doble pico. Mientras que se obtuvo un Unico pico cuando el pH
del material de partida era 5,5, 6,0 o 6,5 (Figuras 7, 8 y 9). Como se muestra en la SDS PAGE tefiida con plata
(Figura 10A) el eluato del Experimento 8 (pH 6,0), el Experimento 9 (pH 6,5) y el Experimento 10 (pH 5,5) tienen una
banda unica buena. Mientras que el eluato del Experimento 6 (pH 4,0) y el Experimento 7 (pH 5.0) muestra mas
bandas en la SDS-PAGE tefida con plata (Figura 10B).

Conclusién

Los resultados de estos experimentos muestran que rhG-CSF puede unirse a Capto MMC™ a pH 4,0, 5,0, 5,5, 6,0.
La uniéon de rhG-CSF a Capto MMC™ a pH 6,5 es menos fuerte y se encontré rhG-CSF en la fraccion de flujo
continuo, que no era el caso a pH entre 4 y 6.

El perfil de elucion es mejor cuando se usé pH de 5,5 a 6,5 y el producto se ve mejor en una SDS-PAGE cuando se
uso este pH en el material de carga.

Debido a la fuga de G-CSF en la columna Capto MMC™ cuando se us6 pH 6,5, se usa preferiblemente pH 5,5 a 6,0
sobre el material de carga.

El material unido se eluyé a pH 7 en todos los experimentos, y el pico se concentré6 mas cuando se incluyo
monoclorhidrato de arginina 0,5 M en el tampén de eluciéon. Se puede realizar un lavado de NaCl 1 M a pH 4 sin
pérdida de G-CSF.

Leyendas de figuras para las figuras 4-10.

Experimento 6; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0 del material
de partida usando un tampén de acetato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm)
medida se presentan en la figura. La columna se eluyé usando un tampdn con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato
de arginina 0,5M. Se obtuvo un doble pico por elucién. El doble pico se recogié como una fraccion.

Figura 5.

Experimento 11; Un cromatograma de la purificacién de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 4,0 usando un
tampon de citrato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en la
figura. La columna se eluy6é usando un tampén con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 0,5M. Se
obtuvo un doble pico por eluciéon. El doble pico se recogiéo como una fraccion.

Figura 6.

Experimento 7; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 5,0 utilizando un
tampon de citrato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en la
figura. La columna se eluy6é usando un tampén con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 0,5M. Se
obtuvo un doble pico por eluciéon. El doble pico se recogiéo como una fraccion.

Figura 7.

Experimento 10; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 5,5 utilizando
un tampon de citrato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en
la figura. La columna se eluy6 usando un tampoén con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 0,5M. Se
obtuvo un pico ligeramente no uniforme por la elucion.

Figura 8.

Experimento 8; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 6,0 usando un
tampon de citrato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en la
figura. La columna se eluy6é usando un tampén con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 0,5M. Se
obtuvo un pico uniforme concentrado.

Figura 9.
El experimento 9; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF en una columna Capto MMC™ a pH 6,5 utilizando
un tampon de citrato de sodio. La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en

la figura. La columna se eluyé usando un tampon con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 0,5M. Se
obtuvo un pico uniforme concentrado.
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Figura 10A y Figura 10B

Experimento 6, 7, 8, 9, 10; Separacién de proteinas en el inicio y elucién de los experimentos de Capto MMC™
donde se usaron diferentes valores de pH en el material de partida. Las muestras se reducen (tratadas con SDS) y
se separan en un gel de poliacrilamida al 10%. Las proteinas son visualizadas por una tincion de plata.

Ejemplo de referencia 7 (Experimento 12)
Material de partida

El G-CSF humano recombinante se produjo en células HEK 293. Las células se eliminaron y el sobrenadante libre
de células fue el material de partida cargado en la columna Capto MMC™.

Resina y columna cromatograficas

Se us6 Capto MMC™ | una resina de modo mixto de GE Healthcare (n. ° de cat. 17-5317), como etapa de captura
para la molécula de rhG-CSF. Capto MMC™ es una resina catidnica débil con interacciones hidrofébicas y tiofilicas y
enlaces de hidrégeno. Una columna XK16 (GE Healthcare) se rellené con resina Capto MMC™ a una altura de
lecho de 13,5 cm. El volumen de columna (CV) de Capto MMC™ fue de 27 ml.

Tampones

Tampén de equilibrado: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, polisorbato 80 al 0,02%, pH 6,0
Tampén de elucion a: citrato de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, monoclorhidrato de arginina 0,5 M, polisorbato 80 al
0,02%, pH 7,0.

Configuracion experimental

El pH del sobrenadante libre de células se ajustd a 6,0. La columna se equilibré con tampén de equilibrado seguido
de cargar el material de partida ajustado por pH a un caudal de 13,5 ml/min. Esto fue seguido por una etapa de
lavado con el tampdn de equilibrado y luego se eluyé la columna usando el tampdn de elucion. Las muestras fueron
retiradas y analizadas para rhG-CSF por un método de HPLC. El analisis mostré que todo el rhG-CSF cargado en la
columna unida a la resina Capto MMC™ durante estas condiciones de tampdn, no se encontré6 G-CSF en la fraccion
de flujo continuo. El tampdn de elucién contenia Citrato de Na 20 mM, arginina 0,5 M, NaCl 0,1 M y polisorbato 80 al
0,02%, y el pH era 7,0. La elucién de las proteinas unidas a la resina Capto MMC™ dio como resultado un pico
principal y un segundo pico pequefio. Todo el G-CSF cargado en la columna Capto MMC™ se encontré en el pico
principal y no se detecté G-CSF en el segundo pico pequefio (Figura 11).

Conclusién
El G-CSF humano recombinante en medio cultivado libre de células se une a una resina Capto MMC™ a pH 6,0.
No se encontré G-CSF en la fraccion de flujo continuo.

El material unido se eluy6 de la resina Capto MMC™ alterando el pH a 7 y afiadiendo arginina 0,5M para concentrar
el pico de elucion.

Leyenda de figura de la Figura 11

Experimento 12; Un cromatograma de la purificacion de G-CSF de un sobrenadante libre de células en una columna
Capto MMC™ a pH 6,0 usando un tampodn de citrato sédico.

La absorbancia a 280 nm (mAU) y la conductividad (mS/cm) medida se presentan en la figura. La columna se eluyo
usando un tampén con pH 7,0 que contenia monoclorhidrato de arginina 0,5M. Se obtuvo un doble pico pero el G-
CSF solo se encontré en el pico principal.

Ejemplo de referencia 8

Columna y resina

Se empaquetd una columna Tricorn 5/50 (GE Healthcare) con un afinidad por ligando basado en el fragmento Fab
derivado de levadura acoplado a una matriz base Capto MP. La altura de lecho fue de aproximadamente 2 cm,

dando un volumen de resina de la aplicacién de 0,4 ml. El prototipo de resina de afinidad (G-CSF8) se obtuvo de
BAC BV.
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Material de partida

El material de partida utilizado fue un sobrenadante celular que contenia G-CSF producido en células HEK293F.
Composiciones de tampén:

Tampén A (tampén de equilibrado)

NaCl 0,3 M, citrato de Na 0,02 M, Tween 20 al 0,02%, pH 6,0, conductividad 32 mS/cm a +25 ° C

Tampon B (tampén de elucion 1)

NaCl 0,3 M, citrato de Na 0,02 M, Tween 20 al 0,02%, pH 3,0, conductividad 32 mS/cm a + 25°C.

La columna se equilibré con el tampdn de equilibrado A seguido de la carga del material de partida. La resina se lavo
posteriormente con tampén de equilibrado A y el G-CSF unido se eluyd posteriormente con tampén de elucién B. El

contenido de G-CSF en el material de partida y el eluato se analizaron (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados del experimento de resina de afinidad a G-CSF, elucién con pH 3

Muestra Volumen ml G-CSF (ug/ml) Cantidad total de G-CSF (ng) | Rendimiento
(%)

Material de partida (carga) 100 2 200 100

Eluato (Tampén B) 1,5 111 170 83

La Figura 12 muestra una SDS-PAGE tefiida con Coomassie que muestra el eluato después de la etapa de
cromatografia de afinidad.

Carril Muestra
1 Estandar de peso molecular
2 Eluato (Ejemplo 8)

Conclusién ejemplo 8

Se logrd una pureza y una recuperacion excelentes cuando se usa un tampén de pH bajo (pH 3) para eluir G-CSF.
Ejemplo de referencia 9

Columna y resina

Se empaquetd una columna Tricorn 5/50 (GE Healthcare) con un afinidad por ligando basado en el fragmento Fab
derivado de levadura acoplado a una matriz base Capto MP. La altura de la cama fue de aproximadamente 2 cm,
gz\alndo un volumen de resina de la aplicacion. 0.4 ml. El prototipo de resina de afinidad (G-CSF8) se obtuvo de BAC
Material de partida

El material de partida utilizado fue un sobrenadante celular que contenia G-CSF de células HEK293F.
Composiciones tampon:

Tampén A (tampén de equilibrado)

NaCl 0,3 M, citrato sédico 0,02 M, Tween 20 al 0,02%, pH 6,0, conductividad 32 mS/cm a +25° C

Tampoén C (tampon de elucion 1)

NaCl 1,0 M, citrato de Na 0,02 M, Arg 0,8 M, Tween 20 al 0,02%, pH 6,0, conductividad 89 mS/cm a + 25 ° C.

Los tampones de equilibrado y elucion no estan limitados al pH, las concentraciones y el tipo de tampodn, sales o
detergentes indicados. La columna se equilibré con el tampdn A de equilibrado seguido de la carga del material de

partida. Después, la resina se lavd con tampdén de equilibrado A y el G-CSF unido se eluy6 posteriormente con
tampon de elucion C. Se analizo el contenido de G-CSF en el material de partida y el eluato (Tabla 8).
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Tabla 8. Resultados del experimento de resina de afinidad a G-CSF, elucion con arginina

Muestra Volumen mi G-CSF (ng/ml) Cantidad total de | Rendimiento
G-CSF (ng) (%)

Material de partida (carga) 100 2 200 100

Eluato (Tampén B) 3,7 30 110 56

Conclusién del ejemplo 9

Es posible eluir G-CSF de la columna de afinidad usando una mezcla de cloruro de sodio y arginina.

Ejemplo de referencia 10

Columna y resina

Se empaquetd una columna Tricorn 5/50 (GE Healthcare) con un afinidad por ligando basado en el fragmento Fab
derivado de levadura acoplado a una matriz base Capto MP. La altura de lecho fue de aproximadamente 2 cm,
dando un volumen de resina de la aplicacion de 0,4 ml. El prototipo de resina de afinidad (G-CSF8) se obtuvo de
BAC BV.

Material de partida

El material de partida utilizado fue un sobrenadante celular que contenia G-CSF de células HEK293F.
Composiciones tampon:

Tampon A (tampén de equilibrado)

NaCl 0,3 M, citrato de Na 0,02 M, 0,02% de Tween 20, pH 6,0, conductividad 32 mS/cm a + 25 °C

Tampén D (Tampén de elucion lil)

MgClI2 2,0 M, Tris 0,02 M, Tween 20 al 0,02%, pH 7,5, conductividad 144 mS/cm a + 25 °C.

Los tampones de equilibrado y elucién no estan limitados al pH, las concentraciones y el tipo de tampodn, sales o
detergentes establecidos. La columna se equilibré con el tampdn A de equilibrado seguido de la carga del material
de partida. Después, la resina se lavé con el tampén A de equilibrado y el G-CSF unido se eluyd posteriormente con

tampon D de elucion. El contenido de G-CSF en el material de partida y el eluato se analizaron (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados del experimento de resina de afinidad a G-CSF, elucién con MgClI2

Muestra Volumen ml G-CSF (ug/ml) Cantidad total de | Rendimiento
G-CSF (ug) (%)

Material de partida (carga) 100 12 1200 100

Eluato (Tampén B) 2,5 390 970 81

Conclusién del ejemplo 10

Es posible eluir G-CSF de la columna de afinidad usando MgCI2 2 M como eluyente.

Ejemplo de referencia 11

Columna y resina

Se rellenaron columnas Tricorn 5/50 (GE Healthcare) con 3 diferentes prototipos de ligandos de afinidad basados en
fragmentos Fab derivados de levadura, acoplados a una matriz base Capto MP. La altura de lecho fue de
aproximadamente 2 cm, dando un volumen de resina de la aplicacion de 0,4 ml. Los prototipos de resina de afinidad
(G-CSF2, G-CSF3 y G-CSF6) se obtuvieron de BAC BV.

Material de partida

El material de partida utilizado fue un sobrenadante celular que contenia G-CSF de células HEK293F.
Composiciones tampon:

Tampén A (tampdn de equilibrado)
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NaCl 0,3 M, citrato de Na 0,02 M, Tween 20 al 0,02%, pH 6,0, conductividad 32 mS/cma +25°C

Tampon B (tampdn de elucion 1)

NaCl 0,3 M, citrato de Na 0,02 M, Tween 20 al 0,02%, pH 3,0, conductividad 32 mS/cm a + 25 ° C.

Las columnas se equilibraron con el tampdn de equilibrado A seguido de la carga del material de partida. Las resinas
se lavaron a continuacién con tampon A de equilibrado y el G-CSF unido se eluyd posteriormente con tampén de

elucion B. El contenido de G-CSF en el material de partida, fracciones de flujo y eluidos se analizaron (Tabla).

Tabla 10. Resultados del experimento de resina de afinidad a G-CSF, pruebas de diferentes prototipos de ligandos

de afinidad a pH 3

Muestra Volumen ml G-CSF (ng/ml) Cantidad total de | Rendimiento
G-CSF (ug) (%)
Ligando G-CSF2
Material de partida (carga) 100 10 1100 100
Fraccion de flujo continuo 112,5 4 500 45
Eluato (Tampén B) 2 290 570 57
Ligando G-CSF3
Material de partida (carga) 100 11 1100 100
Fraccion de flujo continuo 112,5 0 0 0
Eluato (Tampén B) 2 510 1020 93
Ligando G-CSF6
Material de partida (carga) 100 12 1200 100
Fraccién de flujo continuo 112,5 2 200 19
Eluato (Tampén B) 1,5 450 670 56

La figura 13 muestra una SDS-PAGE tefiida con plata que muestra el material de partida, el flujo continuo y el eluato

después de la etapa de cromatografia de afinidad.

Conclusién ejemplo 11

Distintos prototipos de ligandos de afinidad proporcionan una capacidad de unién diferente a G-CSF, como se
muestra por la deteccion de GCSF en el flujo continuo y la recuperacion variable en la fraccion de elucion usando un
pH bajo como eluyente. Sin embargo, como se muestra en la figura 13, todos los ligandos de afinidad proporcionan

Carril

Muestra

Inicio G-CSF2

flujo continuo G-CSF2

Blanco

Eluato G-CSF2

Blanco

flujo continuo G-CSF3

Blanco

Eluato G-CSF3

Blanco

flujo continuo G-CSF6

Blanco

Eluato G-CSF6

el mismo excelente perfil de pureza en el eluato.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de purificacion del factor estimulador de colonias de granulocitos recombinante humano (rhG-CSF) en
una secuencia de purificacion empleando cromatografia, caracterizado porque

- al menos una cromatografia se realiza usando resina Capto MMC™,

- rhG-CSF se une a la resina Capto MMC™ a un pH entre 4y 6, y

- el rhG-CSF se eluye a un pH entre 55 y 6,5 y en donde la eluciéon se realiza con arginina que tiene una
concentracion en el rango de 0,1 M a 2,0 M,

- opcionalmente en combinacién con una etapa de cromatografia de afinidad por ligando que emplea un fragmento
Fab derivado de levadura dirigido contra el rhG-CSF.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que se usa una sustancia tamponante que comprende al menos una
de las sustancias seleccionadas del grupo que consiste en: citrato de sodio; histidina; acido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil)-etano sulfénico (HEPES); &cido 2-(N-morfolino)etano sulfénico (MES); base Tris; y acetato de sodio.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el detergente no idnico esta presente en
cualquiera de los tampones utilizados, dicho detergente no idnico se selecciona en particular del grupo que consiste
en Polisorbatos como el Polisoirbato 20, 40, 60, 80 y Pluronic F68.

4. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque se aplica un tampoén de lavado a
la resina Capto MMC™, para eliminar los contaminantes y retener el rhG-CSF, antes de liberar el rhG-CSF,
caracterizado porque el tampdn de lavado comprende un aminoacido que tiene una cadena lateral basica y/o una sal
elegida de acuerdo con la serie de Hofmeister.

5. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que comprende los siguientes pasos:

- Cromatografia capto MMC;

- una etapa de inactivacién quimica para virus con cubierta;

- una resina de afinidad basada en un fragmento F, dirigido contra el rhG-CSF expresado en levadura;

- un intercambiador de cationes como SP Sepharose o Resource S;

- una etapa de eliminacion de patdgenos por filtracion con un tamafio medio de poro de 20 nm tal como Planova
20N;

- una etapa de intercambio y/o concentracion de tampodn tal como ultrafiltraciéon con un corte aproximado de 1-5 kDa;
- una resina de cromatografia de exclusion por tamafo como Superdex 75.

6. El proceso de la reivindicacion 5, caracterizado porque el paso de cromatografia Capto MMC™ se combina con
una etapa de cromatografia por afinidad en la que la afinidad es proporcionada por un fragmento Fj, derivado de
levadura dirigido contra el rhG-CSF y que la pureza del producto resultante de la resina de cromatografia de afinidad
es mas del 90%.

7. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque se realizan pasos de cromatografia
adicionales, seleccionado desde la exclusién por tamafio, el intercambio anidnico, el intercambio catidnico, la
interaccion hidrofébica y la cromatografia de afinidad con el metal inmovilizado, caracterizado porque la pureza del
producto final es mas del 99%.

8. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la secuencia de purificacion
comprende ademas las etapas de eliminacién/inactivacién de patégenos que comprenden una etapa de inactivacion
quimica, una etapa de eliminacién basada en el tamafio, pasos de cromatografia 0 combinaciones de los mismos
cuyos pasos se basan en diferentes propiedades fisiolégicas dirigidas al patégeno a eliminar.
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Figura 12
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Figura 13
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