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DESCRIPCION
Proceso para la purificacién de proteinas que contienen fragmentos Fc

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion esta dentro del campo de la purificacion de proteinas. Mas especificamente, se refiere a la
purificacién de una proteina que contiene fragmentos Fc mediante cromatografia de intercambio catiénico, en
particular, para la reduccion de la cantidad de restos Fc libres en una preparacion de proteina que contiene Fc.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las proteinas han alcanzado importancia en el mercado como farmacos que generalmente se denominan «farmacos
biolégicos». Uno de los mayores desafios es el desarrollo de procesos rentables y eficientes para la purificacién de
proteinas a escala comercial. Aunque en la actualidad hay disponibles muchos métodos para la produccion de
proteinas a gran escala, los productos sin procesar, como los sobrenadantes de cultivo celular, contienen no solo el
producto deseado sino también impurezas, que son dificiles de separar del producto deseado. Aunque los
sobrenadantes de cultivos de células que expresan productos de proteinas recombinantes pueden contener menos
impurezas si las células se crecen en medio sin suero, sigue siendo necesario eliminar las proteinas de la célula
huésped (PCH) durante el proceso de purificacion. Por otra parte, las autoridades sanitarias demandan altos
estandares de pureza para las proteinas destinadas a la administracién a seres humanos.

Se conocen varios sistemas cromatograficos que se utilizan ampliamente para la purificacion de proteinas.

Los sistemas cromatogréaficos de intercambio idnico se utilizan para la separacién de proteinas, principalmente en
base a diferencias de carga. Por ejemplo, en el documento WO 2004/076485 A1 se describe un método de purificacion
de anticuerpos utilizando proteina A y cromatografia de intercambio idnico.

Los intercambiadores aniénicos pueden clasificarse como débiles o fuertes. El grupo de carga de un intercambiador
anionico débil es una base débil, que se desprotona y, por tanto, pierde su carga a pH alto. La DEAE-sepharose es
un ejemplo de un intercambiador anionico débil, en el que el grupo amino puede estar cargado positivamente por
debajo de pH ~ 9 y puede perder gradualmente su carga a valores de pH mas altos. El dietilaminoetilo (DEAE) o el
dietil-(2-hidroxi-propil)aminoetilo (QAE) tienen cloruro como contraién, por ejemplo. Un intercambiador aniénico fuerte,
por otro lado, contiene una base fuerte, que sigue cargada positivamente a lo largo de todo el intervalo de pH utilizado
normalmente para la cromatografia de intercambio i6nico (pH 1-14). La Q-sepharose (Q significa amonio cuaternario)
es un ejemplo de intercambiador aniénico fuerte.

Los intercambiadores cati6nicos pueden clasificarse como débiles o fuertes. Un intercambiador cationico fuerte
contiene un &cido fuerte (como un grupo sulfopropilo) que permanece cargado entre pH 1 y 14, mientras que un
intercambiador catiénico débil contiene un acido débil (como un grupo carboximetilo), que pierde gradualmente su
carga si el pH disminuye por debajo de 4 o 5. El carboximetilo (CM) y el sulfopropilo (SP) tienen sodio como contraién,
por ejemplo.

Una resina de cromatografia diferente se basa en una matriz de fosfato calcico hidroxilado insoluble denominada
hidroxiapatita. La cromatografia en hidroxiapatita es un método para la purificacion de proteinas que utiliza un fosfato
calcico hidroxilado insoluble (Cas(POa4)30H)2, que forma tanto la matriz como el ligando. Los grupos funcionales
constan de pares de iones de calcio cargados positivamente (sitios C) y agregados de grupos fosfato cargados
negativamente (sitios P). Las interacciones entre la hidroxiapatita y las proteinas son complejas y multimodales. En
un método de interaccidn, los grupos amino cargados positivamente de las proteinas se asocian con los sitios P
cargados negativamente y los grupos carboxilo de las proteinas interaccionan mediante acomplejamiento coordinado
con los sitios C (Shepard y cols., 2000).

La hidroxiapatita cristalina fue el primer tipo de hidroxiapatita utilizado en cromatografia. La cromatografia en
hidroxiapatita ceramica (CHA) representa un desarrollo adicional de la cromatografia en hidroxiapatita. La
hidroxiapatita ceramica tiene una alta durabilidad, una buena capacidad de unién a proteinas y puede usarse con
caudales y presiones mas altos que la hidroxiapatita cristalina (Vola y cols, 1993).

La hidroxiapatita se ha usado en la separacion cromatografica de proteinas, acidos nucleicos y anticuerpos. En la
cromatografia en hidroxiapatita, normalmente se equilibra la columna, y se aplica la muestra, en una concentracion
baja de tampdn fosfato y, a continuacion, las proteinas adsorbidas se eluyen en un gradiente de concentraciéon de
tampédn fosfato (Gionannini y cols., 2000).

Aun una forma adicional de purificacién de proteinas se basa en la afinidad de una proteina de interés por otra proteina

que se inmoviliza en una resina de cromatografia. Son ejemplos de estos ligandos inmovilizados las proteinas de la
pared celular bacteriana proteina A y proteina G, que tienen especificidad por la porcion Fc de determinadas
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inmunoglobulinas. Aunque tanto la proteina A como la proteina G tienen una fuerte afinidad por anticuerpos IgG,
presentan también afinidades variables por otras clases e isotipos de inmunoglobulinas.

La proteina A es una proteina de 43000 Daltons producida por la bacteria Staphylococcus aureus y contiene cuatro
sitios de unién a las regiones Fc de la IgG. La proteina G es producida por estreptococos del grupo G y tiene dos sitios
de union para la regiéon Fc de la IgG. Se ha caracterizado ampliamente la afinidad de ambas proteinas por diversos
tipos de inmunoglobulinas. Otro desarrollo es la proteina A/G, una proteina modificada por ingenieria genética que
combina las capacidades de union de las proteinas Ay G. La proteina L es otra proteina bacteriana, que se origina a
partir de Peptostrepcoccus y se une a las inmunoglobulinas y sus fragmentos que contienen cadenas ligeras de Ig
(Akerstrom y Bjork, 1989).

La cromatografia de afinidad a proteina A, proteina G y proteina L se utiliza ampliamente para el aislamiento y
purificacién de anticuerpos.

Puesto que los sitios de unién para la proteina Ay la proteina G se encuentran en la region Fc de una inmunoglobulina,
la cromatografia de afinidad a proteina A y proteina G (o proteina A/G) también permite la purificacion de las
denominadas proteinas de fusion Fc. La proteina L se une a las cadenas ligeras y puede, por tanto, utilizarse para la
purificacién de anticuerpos que contienen cadenas ligeras.

Los anticuerpos, o inmunoglobulinas (lg), constan de cadenas ligeras y cadenas pesadas unidas mediante puentes
disulfuro. El primer dominio localizado en el extremo amino terminal de cada cadena presenta una secuencia de
aminoacidos variable, lo que proporciona el amplio espectro de especificidades de unidn del anticuerpo. Estos
dominios se conocen como regiones variables de la cadena pesada (VH) y regiones variables de la cadena ligera (VL).
Los demas dominios de cada cadena tienen una secuencia de aminodacidos relativamente invariable y se conocen
como regiones constantes de la cadena pesada (CH) y regiones constantes de la cadena ligera (CL).

Las clases principales de anticuerpos son IgA, IgD, IgE, IgG e IgM; estas clases pueden ademas dividirse en subclases
(isotipos). Por ejemplo, la clase IgG tiene cuatro subclases, en concreto, IgG1, 1gG2, 1gGs e IgGa.

Las diferencias entre las clases de anticuerpos derivan de las diferencias en las regiones constantes de la cadena
pesada, que contiene entre 1 y 4 dominios constantes (CH1-CH4), dependiendo de la clase de inmunoglobulina. Entre
los dominios CH1 y CH2 se localiza una region denominada bisagra. La regién bisagra es especialmente sensible a
la escision proteolitica; dicha protedlisis da lugar a dos o tres fragmentos dependiendo del sitio preciso de escisién. La
parte de la region constante de la cadena pesada que contiene los dominios CH2 y CH3 también se denomina parte
«Fc» de la inmunoglobulina. Por tanto, los anticuerpos son proteinas que contienen Fc. Otro tipo de proteinas que
contienen Fc son las denominadas proteinas de fusion Fc.

Se conocen varios anticuerpos que se utilizan como proteinas terapéuticas. Son ejemplos de anticuerpos
recombinantes comercializados: abciximab, rituximab, basiliximab, daclizumab, palivizumab, infliximab, trastuzumab,
alemtuzumab, adalimumab, cetuximab, efalizumab, ibritumomab, bevacizumab u omalizumab.

Las proteinas de fusion Fc son proteinas quiméricas que constan de una region efectora de una proteina, como la
region Fab de un anticuerpo o la region de unién de un receptor, fusionada con la regién Fc de una inmunoglobulina
que con frecuencia es una inmunoglobulina G (IgG). Las proteinas de fusion Fc es utilizan ampliamente como farmacos
ya que ofrecen las ventajas conferidas por la region Fc, como por ejemplo:

- La posibilidad de su purificacién usando cromatografia de afinidad a proteina A o proteina G con afinidades
que varian segun el isotipo de IgG. Las IgG1, IgG2 e IgG4 humanas se unen fuertemente a la proteina A y todas
las 1gG, incluida la IgGs, se unen fuertemente a la proteina G;

- Un aumento de la semivida en el sistema circulatorio, ya que la regién Fc se une al receptor FcRn nativo,
protegiéndolo de la degradacion lisosomal;

- Dependiendo del uso médico de la proteina de fusién Fc, pueden ser convenientes las funciones efectoras del
Fc. Entre estas funciones efectoras se incluyen la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) a
través de interacciones con receptores Fc (FcyR) y la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC)
mediante la unién al componente del complemento 1g (C1q). Las isoformas de IgG muestran diferentes niveles
de las funciones efectoras. Las IgG1 e IgGs humanas muestran efectos ADCC y CDC fuertes mientras que la
1gG2 ejerce efectos ADCC y CDC débiles. La IgGs humana muestra efectos ADCC débiles y ningun efecto
CDC.

La semivida en suero y las funciones efectoras pueden modularse modificando mediante ingenieria genética la region
Fc para aumentar o reducir su unién a FcRn, FcyR y C1q respectivamente, dependiendo del uso terapéutico deseado
para la proteina de fusion Fc.
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En la ADCC, la region Fc de un anticuerpo se une a receptores Fc (FcyR) sobre la superficie de células inmunitarias
efectoras como los linfocitos citoliticos naturales (células natural killer) y los macrofagos, que llevan a la fagocitosis o
a la lisis de las células diana.

En la CDC, los anticuerpos matan a las células diana desencadenando la cascada del complemento en la superficie
celular. Las isoformas de IgG ejercen diferentes niveles de funciones efectoras que aumentan en el orden de IgGs <
1gG2 < 1gG1 < IgGs. La IgG1 humana muestra altas ADCC y CDC y es la mas adecuada para su uso terapéutico frente
a patégenos y células cancerosas.

En determinadas circunstancias, por ejemplo, cuando no se desea la deplecién de la célula diana, puede que sea
necesario anular o disminuir las funciones efectoras. Por el contrario, en el caso de anticuerpos destinados a su uso
en oncologia, el aumento de las funciones efectoras puede mejorar su actividad terapéutica (Carter y cols. 2006).

La modificacion de las funciones efectoras puede lograrse mediante ingenieria genética de la regién Fc mejorando o
reduciendo la union a los FcyR o a los factores del complemento.

La unién de la IgG a los FcyR activadores (FcyRl, FcyRlla, FcyRllla y FeyRIlIb) e inhibidor (FcyRIIb) o el primer
componente del complemento (C1q) depende de los restos localizados en la region bisagra y en el dominio CH2. Dos
regiones del dominio CH2 son criticas para la unién a los FcyR y a Cq1 del complemento y tienen secuencias
exclusivas en IgGz e IgGa. Por ejemplo, la sustitucion de los restos de las posiciones 233-236 de la IgGz dentro de la
IgG1 humana reducia en gran medida la ADCC y la CDC (Armour y cols., 1999 y Shields y cols., 2001).

Se han realizado numerosas mutaciones en el dominio CH2 de la IgG y se han comprobado in vitro sus efectos sobre
la ADCC y CDC (Shields y cols., 2001, Idusogie y cols., 2001 y 2000, Steurer y cols., 1995). En particular, se describio
una mutacion en la alanina E333 que aumentaba tanto la ADCC como la CDC (ldusogie y cols., 2001 y 2000).

El aumento de la semivida en suero de un anticuerpo terapéutico es otra forma de mejorar su eficacia, lo que permite
niveles en circulacién mayores, una administracion menos frecuente y la reduccion de las dosis. Esto puede
conseguirse mejorando la unién de la regiéon Fc al FcR neonatal (FcRn). El FcRn, que se expresa sobre la superficie
de las células endoteliales, se une a la IgG de forma dependiente de pH protegiéndola asi de la degradacién. Se ha
demostrado que varias mutaciones localizadas en la interfaz entre los dominios CH2 y CH3 aumentan la semivida de
la IgG1 (Hinton y cols., 2004 y Vaccaro y cols., 2005).

En la tabla 1 a continuacion se resumen algunas de las mutaciones conocidas de la regién Fc de la IgG

Fc genética- Isotipo
mente de IgG Mutaciones Propiedades | Posibles beneficios | Aplicaciones
modificado
Mejora de la localizacion
Aumento de la de Ia} diapa; aumep,to de .
higG1e IgG1 To50Q/M428L semivida en la eflcama,.reduccnon de Vacunaglor),
humana plasma la dosis o de la uso terapéutico
frecuencia de
administracién
Mejora de la localizacién
Aumento de la de Ia} diapa; aumep,to de .
hlgG1e2 IgG1 M252Y/S254T/T256 semivida en la eflcama;.reduccnon de Vacunaglor);
humana | E + H433K/N434F lasma la dosis o de la uso terapéutico
P frecuencia de
administracién
E233P/L234V/L235A Reduccion de la -
higG1es | 1961 /AG236 + Reduccion de incidencia de U;‘r’] fé;@i‘;{;‘ﬁo
humana |A327G/A330S/P331| ADCC y CDC acontecimientos celular
S adversos
Uso terapéutico
higG1e4 hlljgn?na E333A A\Asjggr;t%g% Aumento de la eficacia conccﬁgllgfién
Reduccién de la
IgG2 Reduccién de incidencia de Vacunacion;
hlgG2ef humana K322A CDC acontecimientos uso terapéutico
adversos

Una clase de proteinas de fusiéon Fc con utilidad terapéutica, se han fusionado regiones Fc a dominios extracelulares
de determinados receptores pertenecientes a la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-R)




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2755386 T3

(Locksley y cols., 2001, Bodmer y cols., 2002, Bossen y cols., 2006). Un rasgo caracteristico de los miembros de la
familia del TNFR es la presencia de pseudorrepeticiones ricas en cisteina en el dominio extracelular, como se describe
por ejemplo, en Naismith y Sprang, 1998.

Los dos receptores de TNF, TNFR p55 (TNFR1) y p75 (TNFR2) son ejemplos de estos miembros de la superfamilia
del TNFR. Etanercept es una proteina de fusién Fc que contiene la parte soluble del TNFR p75 (p. €j., documento
WO91/03553, documento WO 94/06476). Este se comercializa con el nombre comercial de Enbreld para el
tratamiento de la endometriosis, infeccidn por el virus de la hepatitis C, infeccién por VIH, artritis psoriasica, psoriasis,
artritis reumatoide, asma, espondilitis anquilosante, insuficiencia cardiaca, enfermedad injerto contra huésped, fibrosis
pulmonar y enfermedad de Crohn. Lenercept es una proteina de fusion que contiene componentes extracelular del
receptor de TNF humano p55y la porcién Fc de la IgG humana, y esta destinado al posible tratamiento de la septicemia
grave y la esclerosis multiple.

0OX40 es también un miembro de la superfamilia del TNFR. Se han preparado proteinas de fusion OX40-lgG1 y OX40-
hlG4mut para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias como la enfermedad de Crohn.

Se esta desarrollando una proteina de fusién Fc del BAFF-R, también llamado BR3, que se denomin6 BR3-Fc, que es
un receptor sefiuelo soluble de una serie de inhibidores de BAFF (factor de activacion de células B de la familia TNF),
para el posible tratamiento de enfermedades autoinmunitarias como la artritis reumatoide (AR) y el lupus eritematoso
sistémico (LES).

BCMA es otro receptor que pertenece a la superfamilia del TNFR. Se ha descrito una proteina de fusion BCMA-Ig que
inhibe la enfermedad autoinmunitaria (Melchers, 2006).

Otro receptor de la superfamilia del TNF-R es TACI, el activador transmembrana y el interactuador CAML (von Bllow
y Bram, 1997; documento US 5 969 102, Gross y cols., 2000), que tiene un dominio extracelular que contiene dos
pseudorrepeticiones ricas en cisteina. TACI se une a dos miembros de la familia de ligandos del factor de necrosis
tumoral (TNF). Un ligando se denomina BLyS, BAFF, neutroquina-a, TALL-1, zZTNF4 o THANK (Moore y cols., 1999).
El otro ligando se ha denominado APRIL, ligando de muerte TNRF-1 0 ZTNF2 (Hahne y cols., J. Exp.Med. 188: 1185
[1998]).

También se conocen proteinas de fusion que contienen formas solubles del receptor TACI fusionado a una regién Fc
de la IgG que se denominan TACI-Fc (documento WO 00/40716, documento WO 02/094852). TACI-Fc inhibe la union
de BLyS y APRIL a las células B (Xia y cols., 2000). Se esta desarrollando para el tratamiento de enfermedades, como
lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (AR) y neoplasias malignas hematolégicas, asi como para el
tratamiento de la esclerosis multiple (EM). Ademas de esto, TACI-Fc se esta desarrollando en el mieloma multiple
(MM) (Novak y cols. 2004; Moreau y cols., 2004) y linfoma no Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica crénica (LLC) y
macroglobulinemia de Waldenstrom (MW).

Debido a la utilidad terapéutica de las proteinas que contienen Fc, especialmente anticuerpos y proteinas de fusion
Fc, existe una necesidad de cantidades significativas de proteina altamente purificada que sea adecuada para la
administracion a seres humanos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se define en las reivindicaciones. Cualquier tema que quede fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona solo a titulo informativo.

Uno de los problemas que puede encontrarse durante la produccion de proteinas que contienen Fc es la presencia de
«restos Fc libres», es decir, fragmentos de polipéptido derivados de la proteina que contiene Fc, que no contienen una
porcién sustancial derivada de una region variable de anticuerpo o de otra proteina o dominio especifico normalmente
presente en la proteina de fusion Fc.

La presente invencion aborda este problema. Esta se basa en el desarrollo de un proceso de purificacion para un
liquido, composicién o preparaciéon de una proteina que contiene Fc, por el que puede reducirse la cantidad de restos
Fc libres que pueden estar presentes como impurezas.

Por tanto, la invencion se refiere a un método para reducir la concentracion de restos Fc libres en un liquido que
comprende una proteina que contiene Fc, comprendiendo el método someter dicho fluido a cromatografia de
intercambio catidnico.

En un segundo aspecto, la invencién se refiere al uso de cromatografia de intercambio catiénico para la reduccion de
Fc libres en una preparacion de proteina que contiene Fc.
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En un tercer aspecto, la invencidn se refiere a una proteina que contiene Fc purificado, que comprende menos del 5 %
de restos Fc libres.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra un gel PAGE-SDS no reducido tenido con plata de diferentes fracciones derivadas de la
cromatografia de intercambio catiénico descrita en el ejemplo 2. Pocillo 1: marcadores de peso molecular, pocillo 2:
TACI-Fc purificada, pocillo 3: carga, pocillo 4: lavado 2, pocillo 5: eluido 2, pocillo 6: lavado 3; pocillo 7: eluido 3, pocillo
8: lavado 1, pocillo 9: eluido 1, pocillo 10: Fc libre purificado;

La figura 2 muestra el perfil cromatografico de la cromatografia de intercambio cationico descrito en el ejemplo 2.

BREVE DESCRIPCION DEL LISTADO DE SECUENCIAS

La SEQ ID NO: 1 es una secuencia huella genética de cisteina (pseudorrepeticién rica en cisteina) comudn a los
miembros de la superfamilia del TNFR;

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de longitud completa del receptor TACI humano (p. ej., descrita en el documento
WO 98/39361);

La SEQ ID NO: 3 es un ejemplo de una secuencia Fc humana (descrita en el documento WO 02/094852);

La SEQ ID NO: 4 es una proteina de fusion Fc que comprende secuencias derivadas de la porcion extracelular de
TACI y una porcién Fc de la IgG1 humana (descrita en el documento WO 02/094852);

La SEQ ID NO: 5 es un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEQ ID NO: 2;
La SEQ ID NO: 6 es un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEQ ID NO: 3;
La SEQ ID NO: 7 es un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEQ ID NO: 4.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el hallazgo de que la cromatografia de intercambio catiénico puede reducir la
cantidad o el grado de restos Fc libres que pueden estar presentes en un liquido o composicién de una proteina que
contiene Fc.

Por tanto, la invencion se refiere a un método para reducir la concentracion de restos Fc libres en un liquido que
comprende una proteina que contiene Fc, comprendiendo el método someter dicho fluido a cromatografia de
intercambio catidnico.

El liquido que comprende la proteina que contiene Fc puede ser cualquier composicién o preparacion, como por
ejemplo, un liquido corporal de un ser humano o animal, o un liquido derivado de un cultivo celular, como por ejemplo,
el sobrenadante de un cultivo celular. También puede ser un liquido derivado de otro paso de purificacion, como por
ejemplo, el eluido o material no retenido de un paso de captura o cualquier otro paso de purificacién adecuado como
los que se explican con mas detalle a continuacion.

El término «proteina que contiene Fc», segln se usa en este documento, se refiere a cualquier proteina que tiene al
menos un dominio constante de inmunoglobulina seleccionado entre el dominio CH1, bisagra, CH2, CH3, CH4 o
cualquiera de sus combinaciones, y preferiblemente un dominio bisagra, CH2 y CH3. El dominio constante de la
inmunoglobulina puede derivarse de cualquier de entre IgG, IgA, IgE, IgM y sus combinaciones o isotipos.
Preferiblemente, es IgG, como por ejemplo, 1gG1, IgGz, 1gGs o 1gGs. Mas preferiblemente es IgGi.

Por tanto, una proteina que contiene Fc, segun el presente método, puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o una
proteina de fusiéon Fc, o sus variantees, como fragmentos, muteinas o derivados funcionales de anticuerpos o
proteinas de fusion Fc. La proteina que contiene Fc puede ser un monémero, dimero o multimero. La proteina que
contiene Fc puede también ser un «pseudodimero» (denominado en ocasiones «mondmero») que contiene un resto
Fc dimérico (p. €j., un dimero de dos construcciones bisagra-CH2-CH3 unidos mediante dos puentes disulfuro), de los
cuales solo uno se fusiona con otro resto como un dominio variable de inmunoglobulina, un fragmento de unién al
ligando y opcionalmente, inhibidor del receptor, o cualquier otra proteina. Un ejemplo de este pseudodimero es una
proteina de fusién Fc con interferon- fusionado con una de las dos construcciones de bisagra-CH2-CH3 de IgG como,
por ejemplo, la descrita en el documento WO 2005/001025.
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La proteina que contiene Fc también puede ser un heterodimero que contiene dos porciones no inmunoglobulina
diferentes o dominios variables de inmunoglobulina, o un homodimero que contiene dos copias de una porcién no
inmunoglobulina o dominio variable de inmunoglobulina.

En una realizacion, la proteina que contiene Fc es un dimero o un homodimero.
El resto Fc también puede modificarse para modular sus funciones efectoras.

Por ejemplo, si el resto Fc deriva de IgG1, pueden introducirse las siguientes mutaciones de Fc, segln las posiciones
del indice EU (Kabat y cols., 1991):

T250Q/M428L

M252Y/S254T/T256E + H433K/N434F
E233P/L234V/L235A/AG236 + A327G/A330S/P331S
E333A; K322A.

Pueden ser mutaciones de Fc adicionales, por ejemplo, las sustituciones en las posiciones del indice EU seleccionadas
entre 330, 331, 234 o 235, o sus combinaciones. También puede introducirse una sustituciéon de aminoéacido en la
posicion 297 del indice EU localizada en el dominio CH2 en el resto Fc en el contexto de la presente invencién,
eliminando un posible sitio de unién de hidratos de carbono unidos a N. Adicionalmente, el resto de cisteina en la
posicion 220 del indice EU también puede sustituirse por un resto de serina, eliminando el resto de cisteina que
normalmente forma enlaces disulfuro con la regién constante de la cadena ligera de la inmunoglobulina.

Se prefiere que el resto Fc comprenda o conste de la SEQ ID NO: 3 o esté codificado por un polinucleétido que
comprenda o conste de la SEQ ID NO: 6.

En una realizacion preferida, la proteina que contiene Fc comprende una region variable de inmunoglobulina, por
ejemplo, uno o mas dominios variables de la cadena pesada y/o uno o mas dominios variables de la cadena ligera.
Preferiblemente, el anticuerpo contiene uno o dos dominios variables de la cadena pesada. Mas preferiblemente, el
anticuerpo contiene adicionalmente uno o dos dominios constantes y/o variables de la cadena ligera.

Se prefiere que la proteina que contiene Fc sea un anticuerpo.

El término «anticuerpo» se refiere a una inmunoglobulina o fragmento de la misma, y abarca cualquier polipéptido que
comprenda un sitio de unién al antigeno. El término incluye, pero sin limitaciones, anticuerpos policlonales,
monoclonales, monoespecificos, poliespecificos, no especificos, humanizados, humanos, quiméricos, de cadena
sencilla, sintéticos, recombinantes, hibridos, mutados, injertados o generados in vitro. El anticuerpo puede
seleccionarse a partir de cualquiera de los isotipos de anticuerpo conocidos, por ejemplo, IgA, 1gG, IgD, IgE o IgM. El
anticuerpo puede ser un monémero, dimero o multimero como un trimero o pentamero.

Son ejemplos de anticuerpos que pueden purificarse segun la presente invencién abciximab, rituximab, basiliximab,
daclizumab, palivizumab, infliximab, trastuzumab, alemtuzumab, adalimumab, cetuximab, efalizumab, ibritumomab,
bevacizumab u omalizumab. Son ejemplos adicionales de anticuerpos que pueden someterse a cromatografia de
intercambio catidénico segun la presente invencion los anticuerpos dirigidos frente a:

CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD11b, CD14, CD18, CD20, CD22, CD23, CD25, CD33, CD40, CD44, CD52, CD80,
CD86, CD147,CD164, receptor de IL-2, receptor de IL-4, receptor de IL-6 , receptor de IL-12, subunidades del receptor
de IL-18 (IL-18R-alfa, IL-18R-beta), TACI, BCMA, BAFF-R, receptor de EGF, receptor de VEGF, integrina a4f7,
integrina VLA4, integrinas B2, receptores TRAIL 1, 2, 3y 4, RANK, ligando de RANK, molécula de adhesién de células
epiteliales (EpCAM), molécula de adhesion intercelular-3 (ICAM-3), CTLA4, receptor de Fc-gamma-I, Il o Ill, HLA-DR
10 beta, antigeno HLA-DR o L-selectina.

Los anticuerpos dirigidos frente a TNF, Blys o interferon-y son ejemplos adicionales de anticuerpos de interés
terapéutico.

Las proteinas de fusién Fc también son proteinas que contienen Fc que preferiblemente se someten al método de la
invencion.

El término «proteina de fusién Fc», segin se usa en este documento, pretende abarcar proteinas, en particular
proteinas terapéuticas, que comprenden un resto derivado de inmunoglobulina, que se denominara en este documento
el «resto Fc», y un resto derivado de una segunda proteina no inmunoglobulina, que se denominara en este documento
«resto terapéutico», independientemente de si se pretende o no el tratamiento de la enfermedad.
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Las proteinas de fusion Fc terapéuticas, es decir, las proteinas de fusion Fc destinadas al tratamiento o prevencion de
enfermedades de un animal o, preferiblemente, para el tratamiento y administracion a un ser humano, son
especialmente adecuadas para su purificacion segun el presente método.

Cualquier proteina de fusion Fc puede purificarse segun la presente invencién, como por ejemplo, una proteina de
fusién que contiene interferén-B. Preferiblemente, el método de la invencion es para la purificacion de una proteina de
fusién Fc que comprende un fragmento de unién a ligando, como todo o parte de un dominio extracelular, de un
miembro de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR).

El resto terapéutico de una proteina de fusion Fc puede, por ejemplo, ser o derivar de EPO, TPO, hormona del
crecimiento, interfer6n alfa, interferén beta, interferon gama, PDGF-beta, VEGF, IL-1alfa, IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
8, IL-10, IL-12, IL-18, proteina de unién a IL-18, TGF-beta, TNF-alfa o TNF-beta.

El resto terapéutico de una proteina de fusién Fc puede también derivar de un receptor, por ejemplo, un receptor
transmembrana, que preferiblemente es o deriva del dominio extracelular de un receptor, y, en particular, un fragmento
de unién a ligando de la parte o dominio extracelular de un receptor determinado. Son ejemplos de receptores
terapéuticamente interesantes CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD11b, CD14, CD18, CD20, CD22, CD23, CD25, CD33,
CD40, CD44, CD52, CD80, CD86, CD147, CD164, receptor de IL-2, receptor de IL-4, receptor de IL-6 , receptor IL-
12, subunidades del receptor de IL-18 (IL-18R-alfa, IL-18R-beta), receptor de EGF, receptor de VEGF, integrina alfa 4
10 beta 7, integrina VLA4, integrinas B2, receptores TRAIL 1, 2, 3y 4, RANK, ligando de RANK, molécula de adhesion
de células epiteliales (EpCAM), molécula de adhesién intercelular-3 (ICAM-3), CTLA4 (que es un antigeno asociado a
linfocitos T citotoxicos), receptor de Fc-gamma-|, Il o 1ll, HLA-DR 10 beta, antigeno HLA-DR o L-selectina.

Es muy preferido que el resto terapéutico derive de un receptor perteneciente a la superfamilia del TNFR. El resto
terapéutico puede derivar, por ejemplo, del dominio extracelular de TNFR1 (p55), TNFR2 (p75), OX40,
osteoprotegerina, CD27, CD30, CD40, RANK, DR3, ligando Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TAIL-R4, NGFR,
AITR, BAFFR, BCMA, TACI.

El resto terapéutico derivado de un miembro de la superfamilia del TNFR comprende o consta preferiblemente de todo
o parte del dominio extracelular del miembro del TNFR, y mas preferiblemente comprende un fragmento de unién a
ligado de dicho miembro del TNFR.

En la tabla 5 a continuacion se enumeran los miembros de la superfamilia del TNFR a partir de los cuales puede
derivase de un resto terapéutico segun la presente invencién y sus respectivos ligandos. Un experto en la materia
puede determinar facilimente un «fragmento de unién a ligando» de un miembro de la familia del TNFR, por ejemplo
en un sencillo ensayo in vitro en el que se mide la unién entre el fragmento de proteina de un receptor determinado y
el ligando correspondiente. Este ensayo puede ser, por ejemplo, un sencillo ensayo tipo sandwich de tipo RIA o ELISA
in vitro, en el que una de las proteinas, por ejemplo, el fragmento receptor, se inmoviliza a un portador (p. €j., una
placa de ELISA) y se incuba, tras el bloqueo apropiado de los sitios de unioén a proteinas del vehiculo, con la segunda
proteina, por ejemplo, el ligando. Tras la incubacion, la unién al ligando se detecta, por ejemplo, mediante marcaje
radiactivo del ligando y determinacion de la radiactividad unida, tras el lavado apropiado en un contador de centelleo.
La unién al ligando también puede determinarse con un anticuerpo marcado, o un primer anticuerpo especifico de
ligando y un segundo anticuerpo marcado dirigido frente a la parte constante del primer anticuerpo. Por tanto, el ligando
de union puede determinarse facilmente, dependiendo del marcador utilizado, por ejemplo, en una reaccion
colorimétrica.

Preferiblemente, el método de la presente invencion se utiliza para purificar una proteina de fusion Fc que comprende
un resto terapéutico derivado de un miembro de la superfamilia del TNFR seleccionado entre los enumerados en la
tabla 5.

Tabla 5: Superfamilia del TNFR (segun Locksley y cols., 2001 y Bossen y cols., 2006)

Miembro de la superfamilia del TNFR Ligando
NGFR NGF
EDAR EDA-A1
XEDAR EDA-A2
CD40 CD40L
Fas FasL
Ox40 OX40L
AITR AITRL
GITR GITRL
CD30 CD30L
CD40 CD40L
HveA LIGHT, LT-alfa
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Miembro de la superfamilia del TNFR Ligando
4-1BB 4-1BBL
TNFR2 TNF-alfa, LT-alfa, LT-alfa-beta
LT-betaR LIGHT, LT-alfa, LT-alfa-beta
DR3 TL1A
Cbh27 CD27L
TNFR1 TNF-alfa, LT-alfa, LT-alfa-beta
LTBR LT-beta
RANK RANKL
TACI BlyS, APRIL
BCMA BlyS, APRIL
BAFF-R BAFF (= BlyS)
TRAILR1 TRAIL
TRAILR2 TRAIL
TRAILR3 TRAIL
TRAILR4 TRAIL
Fni4 TWEAK
OPG RANKL, TRAIL
DR4 TRAIL
DR5 TRAIL
DcR1 TRAIL
DcR2 TRAIL
DcR3 FasL, LIGHT, TL1A

En una realizacion preferida, la proteina de fusion Fc comprende un resto terapéutico seleccionado entre un dominio
extracelular de TNFR1, TNFR2 o su fragmento de unién a TNF.

En una realizacion preferida adicional, la proteina de fusién Fc comprende un resto terapéutico seleccionado entre un
dominio extracelular de BAFF-R, BCMA o TACI o su fragmento de unién a al menos uno de Blys o APRIL.

Un ensayo para comprobar la capacidad de uniéon a Blys o APRIL se describe por ejemplo en Hymowitz y cols., 2006.

Aun en otra realizacién preferida, el resto terapéutico de una proteina de fusion Fc comprende la pseudorrepeticion
rica en cisteina de la SEQ ID NO: 1.

Es adicionalmente preferido que el resto terapéutico derive de TACI. TACI es preferiblemente TACI humano. La SEQ
ID NO: 2 que se corresponde con la secuencia de aminoacidos de un receptor TACI humano de longitud completa
(SwissProt entrada O14836). Mas preferiblemente, el resto terapéutico comprende una porcién soluble de TACI,
preferiblemente derivado del dominio extracelular de TACI. Preferiblemente, el resto terapéutico derivado de TACI
comprende al menos los aminoacidos 33 a 67 de la SEQ ID NO: 2 y/o los aminoacidos 70 a 104 de la SEQ ID NO: 2.
En una realizacion preferida, el dominio extracelular de TACI incluido en el resto terapéutico segun la invencion
comprende o consta de los aminodcidos 1 a 166 de la SEQ ID NO: 2 o los amino&cidos 30 a 166 de la SEQ ID NO: 2,
o los aminoécidos 30 a 119 de la SEQ ID NO: 2, o los aminoacidos 30 a 110 de la SEQ ID NO: 2. Todos estos restos
terapéuticos son los preferidos para la preparacién de la proteina de fusion Fc que se purificara mediante el método
segun se describe en este documento y se combinan con los restos Fc descritos en detalle anteriormente, y en
especial, con un resto Fc que comprende o consta de la SEQ ID NO: 3. Una proteina de fusion Fc preferida para su
purificacién segun la presente invencion comprende o consta de la SEQ ID NO: 4 que esta codificada por el
polinucleétido de la SEQ ID NO: 7.

Por tanto, es muy preferido que la proteina de fusion Fc comprenda un polipéptido seleccionado entre

aminoacidos 34 a 66 de la SEQ ID NO: 2;

aminoacidos 71 a 104 de la SEQ ID NO: 2;

aminoacidos 34 a 104 de la SEQ ID NO: 2;

aminoacidos 30 a 110 de la SEQ ID NO: 2;

SEQ ID NO: 3;

SEQ ID NO: 4;

un polipéptido codificado por un polinucleétido que hibrida con el complemento de SEQIDNO: 50607 en
condiciones muy rigurosas;y

una muteina de cualquiera de entre (c), (d), (e) o (f) que tienen al menos el 80 % o el 85 % o el 90 % o el
95 % de identidad de secuencia con el polipéptido de (c), (d), (e) o (f);

donde el polipéptido se une a al menos Blys o APRIL.

5 @~ogooop

Segun el presente método, la proteina que contiene Fc se somete a cromatografia de intercambio cationico para
reducir, disminuir o eliminar los restos Fc libres.
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El término «restos Fc libres», «resto Fc libre» o simplemente «Fc libre», segun se usa en este documento, pretende
abarcar cualquier parte de la proteina que contienen Fc que se purificara segun la presente invencién, que deriva del
dominio o dominios constantes de la inmunoglobulina sin que comprenda dominios completos adicionales. Por tanto,
si la proteina que contiene Fc comprende dominios variables de inmunoglobulina, los Fc libres no contienen porciones
significativas de los dominios variables. Si la proteina que contiene Fc es una proteina de fusion Fc, los Fc libres no
contienen porciones significativas del resto terapéutico de la proteina de fusion Fc. Los Fc libres, por ejemplo, pueden
contener dimeros de los dominios bisagra, CH2 y CH3 de IgG, que no estan ligados o unidos a porciones significativas
de un resto terapéutico o dominios variables de inmunoglobulina, como por ejemplo, la parte Fc que se genera
mediante escisién con papaina. Una «porcién significativa» puede ser, por ejemplo, no menos del 80, 85, 90, 95, 98 o
99 % del dominio variable de longitud completa o del resto terapéutico presente en la proteina que contiene Fc.

Los monémeros derivados del resto Fc también pueden estar contenidos en la fraccién Fc libre. Se entiende que el Fc
libre puede seguir conteniendo un nimero de restos de aminodcidos del resto terapéutico o de los dominios variables
de lg, como por ejemplo, de uno a quince o uno a veinte, o uno a diez, 0 uno a cinco aminodcidos, o uno o dos Unicos
aminoacidos, que pertenecen al resto terapéutico o el dominio variable, que sigue fusionado al resto Fc.

La cromatografia de intercambio catidnico puede realizarse en cualquier resina de intercambio catiénico adecuada,
como por ejemplo, intercambiadores catidnicos débiles o fuertes como se explicd anteriormente en los antecedentes
de la invencion.

Preferiblemente, la cromatografia de intercambio catidnico se lleva a cabo en una resina de intercambio cationico
fuerte. Mas preferiblemente, el material de intercambio catidnico comprende un metacrilato entrecruzado modificado
con grupos SOs". La columna que se comercializa con el nombre de Fractogel® EMD SOs™ es un ejemplo de resina de
intercambio catiénico que es especialmente adecuada en el contexto de la presente invencion.

Preferiblemente, el liquido o composicién que comprende la proteina que contiene Fc se carga en una resina de
intercambio catidnico a un pH de al menos una unidad por debajo del punto isoeléctrico (pl) de dicha proteina de fusion
Fc.

En una realizacién preferida, la resina de intercambio catiénico se lava con un tamp6n con una conductividad de 8,2
a8,6 mS/cmyaunpHde5,5a7,5.

El paso de lavado se lleva a cabo preferiblemente a un pH que oscila de 6,0 a 7,0.

En una realizacion preferida adicional, el paso de lavado se lleva a cabo en un tampdn que comprende fosfato sédico
de 75 a 125 mM.

En una realizacién preferida adicional, la columna de intercambio catiénico se eluye a un pH que oscila de 7,0 a 8,5.

La elucion puede llevarse a cabo preferiblemente a una conductividad que oscila de 15 a 22 mS/cm. Por ejemplo,
puede seleccionarse la conductividad entre 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 mS/cm. Un tampdn preferido para la elucién
es un tampon fosfato.

Segun el presente método, puede usarse preferiblemente una cromatografia de intercambio catiénico para la
eliminacion o reduccion de los Fc libres en el rango de 5 a 15 veces. Por tanto, puede conseguirse una reduccion de
la concentracion de Fc libre en un liquido, preparacion o composicién que comprende una proteina que contiene Fc a
menos del 20 %, o menos del 15 %, o menos del 10 %, o menos del 5 %, o menos del 2 %, o0 menos del 1 %, 0 menos
del 0,8 %, o menos del 0,5 %, o menos del 0,3 %, o menos del 0,2 %, o menos del 0,1 % de la concentracion de
proteina total.

En una realizacion preferida, la cromatografia de intercambio catiénico puede utilizarse en un método de purificacion
con uno o mas pasos adicionales seleccionados preferiblemente entre cromatografia de afinidad, cromatografia de
intercambio aniénico y cromatografia en hidroxiapatita.

Una proteina que contiene Fc preferida que se purificarda segun el presente método es una proteina de fusion que
tiene un resto terapéutico derivado de TACI humano (SEQ ID NO: 2) y, en particular, un fragmento derivado de su
dominio extracelular (aminoécidos 1 a 165 de la SEQ ID NO: 2). Un fragmento preferido comprende los aminoéacidos
30 a 110 de la SEQ ID NO: 2. A partir de aqui, los restos terapéuticos derivados del dominio extracelular de TACI se
denominaran «TACI soluble» o «TACIs». Un resto Fc preferido comprende la SEQ ID NO: 3, que da lugar a una
proteina de fusion Fc segun la SEQ ID NO: 4, denominada a partir de aqui «TACI-Fc». El término TACI-Fc, segln se
usa en este documento, también abarca muteinas de TACI-Fc.

El término «muteinas», segln se usa en este documento, se refiere a analogos de TACIs o TACI-Fc, en los que uno
0 mas restos de aminoacidos de TACIs o TACI-Fc se sustituyen por diferentes restos de aminoacidos, o se eliminan,

10
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o0 se afaden uno o mas restos de aminodcidos a la secuencia original de TACls o TACI-Fc sin que cambie
considerablemente la actividad de los productos resultantes en comparacion con los TACls o TACI-Fc originales. Estas
muteinas se preparan mediante técnicas de sintesis y/o mutagénesis dirigida a sitio, 0 mediante cualquier otra técnica
adecuada conocida para ello.

Las muteinas segun el presente método incluyen proteinas codificadas por un acido nucleico, como ADN o ARN, que
hibrida con el complemento de un ADN o ARN, que codifica un TACIs o TACI-Fc segun cualquiera de las SEQ ID NO:
2 0 4 en condiciones rigurosas. Un ejemplo de una secuencia de ADN que codifica un TACI-Fc es la SEC ID N. 7. El
término «condiciones rigurosas» se refiere a las condiciones de hibridacion y, posteriormente, de lavado, que los
expertos en la materia convencionalmente denominan «rigurosas». Véase Ausubel y cols., Current Protocols in
Molecular Biology, supra, Interscience, N.Y., §§6.3 y 6.4 (1987, 1992). Sin limitaciones, entre los ejemplos de
condiciones rigurosas se incluyen condiciones de lavado a 12-20 °C por debajo de la Tm calculada del hibrido en
estudio en, por ejemplo, SSC 2x y SDS al 0,5 % durante 5 minutos, SSC 2x y SDS al 0,1 % durante 15 minutos; SSC
0,1x y SDS al 0,5 % a 37 °C durante 30-60 minutos y, a continuacioén, SSC 0,1x y SDS al 0,5 % a 68 °C durante 30-
60°minutos. Los expertos en esta materia entienden que las condiciones rigurosas también dependen de la longitud
de las secuencias de ADN, de las sondas de oligonucle6tidos (como 10-40 bases) o de las mezclas de sondas de
oligonucledtidos. Si se utilizan mezclas de sondas, es preferible utilizar cloruro de tetrametilamonio (TMAC) en lugar
de SSC. Véase Ausubel, supra.

En otra realizacién, cualquiera de dichas muteinas tiene al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al
menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 % y al menos el 95 %, de identidad u homologia
con las mismas.

La identidad refleja una relacion entre dos o0 mas secuencias polipeptidicas 0 dos 0 méas secuencias polinucleotidicas,
determinadas mediante comparacion de las secuencias. En general, identidad se refiere a una correspondencia exacta
nucleétido a nucleétido o aminoacido a aminodacido entre las dos secuencias de dos polinucledtidos o dos polipéptidos,
respectivamente, a lo largo de la longitud de las secuencias que se estdn comparando.

En el caso de secuencias en las que no existe una correspondencia exacta, puede determinarse un «porcentaje de
identidad». En general, las dos secuencias que se van a comparar se alinean para obtener una correlacion maxima
entre las secuencias. Esto puede incluir insertar «<huecos» en una o ambas secuencias, para potenciar el grado de
alineamiento. El porcentaje de identidad puede determinarse a lo largo de la longitud completa de cada una de las
secuencias que se estan comparando (lo que se denomina alineamiento global), que es especialmente adecuado para
las secuencias de una longitud igual o muy similar, o sobre longitudes definidas mas cortas (lo que se denomina
alineamiento local), que es mas adecuado para secuencias de longitud desigual.

Los métodos para comparar la identidad y homologia de dos 0 mas secuencias son bien conocidos en la técnica. Asi,
por ejemplo, los programas disponibles en el Paquete Wisconsin version 9.1 de andlisis de secuencia (Devereux J y
cols., 1984), por ejemplo, pueden usarse los programas BESTFIT y GAP para determinar el porcentaje de identidad
entre dos polinucleétidos y el porcentaje de identidad y el porcentaje de homologia entre dos secuencias de
polipéptidos. BESTFIT utiliza el algoritmo de «homologia local» de Smith y Waterman (1981) y encuentra la mejor
region unica de similitud entre dos secuencias. También se conocen en la técnica otros programas para determinar la
identidad y/o similitud entre secuencias, por ejemplo la familia BLAST de programas (Altschul S F y cols., 1990, Altschul
S F y cols., 1997, accesible a través de la pagina web del NCBI en www.ncbi.nim.nih.gov) y FASTA (Pearson W R,
1990).

Cualquiera muteina de este tipo preferiblemente tiene una secuencia de aminodacidos suficientemente duplicativas de
dichos TACIs o TACI-Fc, de modo que tiene una actividad de unién a ligando sustancialmente similar como una
proteina de SEQ ID NO: 2 0 4. Por ejemplo, una actividad de TACI es su capacidad de unién a Blys o APRIL (Hymowitz
y cols., 2006). Siempre que la muteina tenga actividad de unién a APRIL o Blys sustancial, se puede considerar que
tiene una actividad sustancialmente similar al TACI. Por tanto, un experto en la materia puede determinar con facilidad
si cualquier muteina en concreto tiene sustancialmente la misma actividad que una proteina de SEQ ID NO: 2 o0 4
mediante experimentacién rutinaria.

En otra realizacién preferida, cualquiera de dichas muteinas tiene al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el
90 % y al menos el 95 %, de identidad u homologia con las mismas.

Los cambios preferidos para las muteinas segun la presente invencion son las conocidas como sustituciones
«conservadoras». Las sustituciones de aminoacidos conservadoras de TACls o TACI-Fc, pueden incluir amino&cidos
sinénimos dentro de un grupo que tienen propiedades fisicoquimicas suficientemente similares de modo que la
sustitucion entre miembros del grupo preservara la funcién biolégica de la molécula (Grantham, 1974). Esta claro que
las inserciones y deleciones de aminoacidos puedan también hacerse en las secuencias definidas anteriormente sin
alterar su funcion, especialmente si las inserciones o deleciones afectan solo a algunos aminoacidos, por ejemplo,
menos de treinta, menos de veinte, o preferiblemente menos de diez y no se eliminan o desplazan aminodcidos criticos

11
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para una conformacién funcional, por ejemplo, restos de cisteina. Las proteinas y muteinas producidas mediante estas
deleciones y/o inserciones estan dentro del alcance del presente método.

Preferiblemente, los grupos de aminoacidos conservadores son los que se definen en la tabla 2. Mas preferiblemente,
los grupos de aminoacidos sindnimos son aquellos definidos en la tabla 3; y mas preferiblemente los aminoacidos
sindnimos son aquellos definidos en la tabla 4.
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TABLA 2

Grupos preferidos de aminoacidos sinénimos

Aminoacido Grupo sinénimo
Ser Ser, Thr, Gly, Asn
Arg Arg, GIn, Lys, Glu, His
Leu lle, Phe, Tyr, Met, Val, Leu
Pro Gly, Ala, Thr, Pro
Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, GIn, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala
Val Met, Tyr, Phe, lle, Leu, Val
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly
lle Met, Tyr, Phe, Val, Leu, lle
Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, lle, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys
His Glu, Lys, GIn, Thr, Arg, His
Gin Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gin
Asn Gin, Asp, Ser, Asn
Lys Glu, Gin, His, Arg, Lys
Asp Glu, Asn, Asp
Glu Asp, Lys, Asn, Gin, His, Arg, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met
Trp Trp
TABLA 3

Grupos mas preferidos de aminoacidos sinénimos

Aminoacido Grupo sinénimo
Ser Ser
Arg His, Lys, Arg
Leu Leu, lle, Phe, Met
Pro Ala, Pro
Thr Thr
Ala Pro, Ala
Val Val, Met, lle
Gly Gly
lle lle, Met, Phe, Val, Leu
Phe Met, Tyr, lle, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr
Cys Cys, Ser
His His, GIn, Arg
Gin Glu, GIn, His
Asn Asp, Asn
Lys Lys, Arg
Asp Asp, Asn
GiIn Glu, GIn
Met Met, Phe, lle, Val, Leu
Trp Trp
TABLA 4

Los grupos mas preferidos de aminoacidos sinénimos

Aminoacido Grupo sinénimo
Ser Ser

Arg Arg

Leu Leu, lle, Met
Pro Pro

12
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Thr Thr

Ala Ala

Val Val

Gly Gly

lle lle, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser
His His

Gin Gin

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met Met, lle, Leu
Trp Met

Puede prepararse un derivado funcional a partir de una proteina de fusion Fc purificada segun la presente invencion.
«Derivados funcionales» segun se usa en este documento abarca los derivados de la proteina que contiene Fc que
se purifican segun la presente invencion, y que pueden prepararse a partir de los grupos funcionales que aparecen
como cadenas laterales de los restos o grupos N o C-terminales, por medios conocidos en la técnica, y estan incluidos
en la invencion siempre que sigan siendo farmacéuticamente aceptables, es decir, no destruyan la actividad de la
proteina que es sustancialmente similar a la actividad de la proteina que contiene Fc sin modificar como se define
anteriormente, y no confieran propiedades toxicas a las composiciones que las contienen.

Los derivados funcionales de una proteina que contiene Fc pueden, por ejemplo, conjugarse con polimeros para
mejorar las propiedades de la proteina, como su estabilidad, semivida, biodisponibilidad, tolerancia por el cuerpo
humano o inmunogenicidad. Para alcanzar este objetivo, la proteina que contiene Fc puede unirse, por ejemplo, a
polietilenglicol (PEG). La PEGilacion puede llevarse a cabo por medios conocidos, descritos en el documento
WO 92/13095, por ejemplo.

Los derivados funcionales también pueden, por ejemplo, incluir ésteres alifaticos de los grupos carboxilo, amidas de
los grupos carboxilo mediante la reaccién con amoniaco o con aminas primarias 0 secundarias, derivados N-acilo de
grupos amino libres de los restos de aminodacidos formados con restos acilo (p. e€j., grupos alcanoilo o aroilo
carbociclicos) o derivados O-acilo de los grupos hidroxilo libres (por ejemplo, los de los restos serilo o treonilo)
formados con restos acilo.

En un tercer aspecto, la invencién se refiere a una proteina purificada mediante el proceso de purificaciéon segun la
invencion. A partir de aqui, esta proteina también se denomina «proteina que contiene Fc purificada».

Dicha proteina que contiene Fc purificada es preferiblemente una proteina que contiene Fc altamente purificada. La
proteina de fusién Fc altamente purificada se determina, por ejemplo, mediante la presencia de una Unica banda en
un gel PAGE-SDS no reducido tefiido con plata tras cargar la proteina a una cantidad de 2 pg por pocillo. La proteina
de fusién Fc purificada también puede definirse como una elucién en un nico pico en HPLC.

La preparacién de la proteina que contiene Fc obtenida a partir del proceso de purificacion de la invencién puede
contener menos del 20 % de impurezas, preferiblemente menos del 10 %, 5 %, 3 %, 2 % 0 1 % de impurezas, o puede
estar purificada a homogeneidad, es decir, estar libre de cualquier contaminante proteico detectable segun se
determina mediante PAGE-SDS tenido con plata o HPLC, como se explicé anteriormente.

La presente invencion ademas se relaciona con el uso de cromatografia de intercambio catiénico para la reduccion de
la concentracion de restos Fc libres en una composicion que comprende una proteina que contiene Fc.

En una realizacion preferida, la concentracién de Fc libre se reduce a menos del 5 % de la concentracién de proteina
total de dicha composicion.

EJEMPLOS: PURIFICACION DE TACI-Fc HUMANO RECOMBINANTE A PARTIR DEL SOBRENADANTE DE
CELULAS CHO SIN SUERO

Gilosario utilizado en todos los ejemplos

VL: volumen de lecho

CHO: ovario de hamster chino

PA: proceso anterégrado

EDTA: acido etilendiaminotetraacético
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ELISA: ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima

CHA: cromatografia en hidroxiapatita

PCH: proteina de la célula huésped

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

di: diametro interno

K: potasio

kD: kilo Dalton

MES: acido 2-morfolinoetanosulfénico

Na: sodio

AcNa: acetato sédico

n/d: no determinado

PA-SE-HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion de exclusién molecular en proteina A
ppm: partes por millén

Ol 6smosis inversa

TA: temperatura ambiente

PAGE-SDS: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico
SE-HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion de exclusién molecular
T °C: Temperatura

TMAC: cloruro de tetrametilamonio

uv: ultavioleta

API: agua para inyeccion

AOI: agua de 6smosis inversa

Ejemplo 1: Paso de captura: Purificacion por afinidad en proteina A

El material de partida era el medio recogido aclarado de un clon de células CHO que expresaba TACI-Fc cultivado en
condiciones sin suero y conservado congelado hasta su uso.

El paso de captura en una columna MabSelect Xtra™ (GE Healthcare 17-5269-03) se llevé a cabo segun el siguiente
protocolo, en una columna que tenia una altura de lecho de 17 cm. Todas las operaciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente, excepto la soluciéon de carga, que se mantuvo a una temperatura inferior a 15 °C. Se registrd
la sefial UV a 280 nm.

Desinfeccion

La columna se desinfectd con al menos 3 VL de &cido acético 0,1 M + etanol al 20 % en flujo inverso a 250 cm/h. El
flujo se detuvo durante 1 hora.

Paso de lavado

La columna se lavé con al menos 2 VL de agua de Ol en flujo inverso a 250 cm/h.

Equilibrado

La columna se equilibré con al menos 5 VL de fosfato sédico 25 mM + NaCl 150 mM pH 7,0 (hasta que los parametros
de conductividad y el pH estén dentro del rango especificado: pH 7,0 + 0,1; conductividad 18 + 2 mS/cm) en flujo
descendente a 450 cm/h.

Carga

La columna se carg6 con el material recogido aclarado conservado a una temperatura inferior a 15 °C hasta una
capacidad de un maximo de 15 mg totales de TACI-Fc segun se determiné mediante ensayo Biacore por ml de resina
empaquetada a un caudal de 350 cm/h.

Paso de lavado

La columna se lavé con al menos 2 VL de tampoén de equilibrado a 350 cm/h, a continuacion, con al menos 4 VL de
tampon de equilibrado (hasta que la sefial UV recuperaba el valor basal) a 450 cm/h.

Elucion

El material se eluyé con diferentes tampones de elucion como se muestra en la tabla | a un caudal de 350 cm/h. La
fraccion eluida se recogié desde el inicio del aumento de la sefial UV hasta 6,0 + 0,5 VL de elucién. El eluido se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente a pH inferior a 4,1 (ajustado mediante la adicién de solucién de acido citrico,
si era necesario) y, a continuacion, el pH se ajust6 a 5,0 + 0,1 mediante la adicién de una solucion de NaOH al 32 %.
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Regeneracion

La columna se regeneré con al menos 3 VL de NaOH 50 mM + NaCl 1 M en flujo inverso a 450 cm/h, se detuvo el
flujo durante 15 min, a continuacion, el flujo se reinicié a 450 cm/h durante al menos 3 VL (hasta que la sefal UV
recuperaba el valor basal).

A partir de este paso, la columna funcion6 en modo de flujo inverso.

Paso de lavado

La columna se lavé con al menos 2 VL de agua de Ol a 450 cm/h.
Desinfeccion

La columna se desinfecté con al menos 3 VL de tampén de desinfeccion a 250 cm/h, el flujo se detuvo y la columna
se incubd durante 60 min.

Pasos de lavado finales

La columna se lavd con al menos 1 VL de agua de Ol a 250 cm/h, a continuacion con al menos 3 VL de tampén de
equilibrado a 250 cm/h y, finalmente, con al menos 2 VL de agua Ol a 250 cm/h.

Finalmente, se conservé la columna tras lavarla con al menos 3 VL de etanol al 20 % a 250 cm/h.

Resultados

Tabla I: Resultados utilizando diferentes tampones de elucién

Ne de Tampon de elucion Rendimiento Agregados PCH (ppm)
experimento de TACI-Fc (%)
(%)
1 AcNa 50 mM pH 3,7 47,7 30,3 5558
2 AcNa 100 mM pH 3,8 55,7 25,2 n/d
3 AcNa 200 mM pH 3,8 58,0 28,2 n/d
4 AcNa 100 mM pH 3,7 68 30,0 n/d
5 AcNa 0,2 M + NaCl 150 mM pH 4 75,1 3,8 n/d
6 AcNa 100 mM pH 3,7 84,6 22 3491
7 AcNa 250 mM pH 3,7 82,8 18,7 3318
8 Citrato Na 100 mM pH 3,7 79,2 8,8 4710
9 Citrato Na 250 mM pH 3,7 71,9 23 2347
10 Citrato Na 100 mM pH 3,75 82,8 8,5 1576
11 Citrato Na 100 mM pH 3,75 66,6 9,0 664
12 AcNa 100 mM pH 3,85 83,3 15,0 n/d
13 Citrato Na 100 mM pH 3,75 81,0 9,1 3490
14 Citrato Na 100 mM pH 3,65 751 14,6 2580
14 Citrato Na 100 mM pH 3,75 447 18,4 3783
16 Citrato Na 100 mM pH 3,75 471 15,8 3217
17 Citrato Na 100 mM pH 3,75 50,7 9,4 2349
18 Citrato Na 100 mM pH 3,75 58,0 10,4 2550
19 Citrato Na 100 mM pH 3,75 67,1 28,7 2372
20 Citrato Na 100 mM pH 3,75 65,6 17,5 2353
21 Citrato Na 100 mM pH 3,75 75,6 19,4 1807
22 Citrato Na 100 mM pH 3,75 57,1 20,7 2465
23 Citrato Na 100 mM pH 3,75 51,9 18,4 2030
24 Citrato Na 100 mM pH 3,75 58 11,5 1746
25 Citrato Na 100 mM pH 3,75 41,8 22,9 3029
26 Citrato Na 100 mM pH 3,9 39,4 6,0 2424
27 Citrato Na 100 mM pH 3,9 31,0 8,8 2936
28 AcNa 100 mM pH 4,1 28,3 25,0 3311
29 Citrato Na 100 mM pH 3,9 46,4 9,1 n/d
30 AcNa 100 mM pH 4,1 42,8 13,4 n/d
31 Citrato Na 100 mM pH 3,75 57,5 26,5 n/d
32 AcNa 100 mM pH 4,2 38,1 10,1 n/d
33 Citrato Na 100 mM pH 3,9 43,3 8,3 2011
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N2 de Tampon de elucion Rendimiento Agregados PCH (ppm)
experimento de TACI-Fc (%)
(%)
34 Citrato Na 100 mM pH 3,9 63,6 6,6 1749
35 Citrato Na 100 mM pH 3,9 65,7 7,3 1689
36 Citrato Na 100 mM pH 3,9 62,7 7.4 1609
37 Citrato Na 100 mM pH 3,9 61,6 7.4 1479
38 Citrato Na 100 mM pH 3,9 60,6 7.4 1623
39 Citrato Na 100 mM pH 3,9 64,6 8,0 1497

Conclusiones

La proteina TACI-Fc5 en el medio recogido aclarado se captur6 directamente en una columna MabSelect Xtra con
una capacidad dinamica de 15 g de TACI-Fc5 total por litro de resina empaquetada a un caudal de 350 cm/h. Las
condiciones de elucidn, especialmente el pH, se optimizaron para maximizar la recuperacién del producto mientras
se proporcionaba una reduccion significativa en los niveles agregados. Se seleccion6 el tampdn de elucion citrato
sddico 0,1 M pH 3,9 que proporcionaba niveles de agregados de aproximadamente 5-10 % empezando en
aproximadamente 25-40 % en el medio recogido aclarado y sin que se observara turbidez. Los niveles de PCH
tipicamente eran de 1500 -2000 ppm. Los niveles de PCH se midieron mediante ELISA utilizando anticuerpos
policlonales. La mezcla de anticuerpos se generé frente a proteinas de la célula huésped a partir del sobrenadante
del medio de cultivo celular aclarado y concentrado de células CHO no transfectadas.

Ejemplo 2: Cromatografia de intercambio cationico

El eluido del paso de captura en proteina A, dializado en el tampén de carga adecuado, se us6 como material de
partida para la cromatografia de intercambio cati6nico.

En este paso se utilizé una columna Fractogel EMD SOs (Merck 1.16882.0010) con una altura de lecho de 10 cm.
También se puede utilizar una columna Fractogel SOs™ con una altura de lecho de 15 cm. En este Ultimo caso, puede
que sea necesario adaptar la capacidad dinamica y el caudal, lo que esta dentro de conocimiento rutinario del experto
en la materia.

Todas las operaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y el caudal se mantuvo constante a 150 cm/h. Se
registré la sefial UV a 280 nm durante todo el tiempo.

Paso de lavado

La columna se lavé con al menos 1 VL de AOI (agua de ésmosis inversa).
Desinfeccién

A continuacion, la columna se desinfect6 con al menos 3 VL de NaOH 0,5 M + NaCl 1,5 M en modo flujo ascendente.
Aclarado

La columna se aclaré con al menos 4 VL de AOI en modo flujo descendente.
Equilibrado

La columna se equilibr6 con al menos 4 VL de citrato s6dico 100 mM pH 5,0 (o hasta que se alcanzaban la
conductividad deseada de 12 £ 1 mS/cm y un pH 5,0 £ 0,1).

Carga

La columna se cargd con material poscaptura a pH 5,0 (pH de 5,0+0,1, conductividad de 12+1mS/cm) y a una
capacidad de no mas de 50 mg de TACI-Fc, segun se determin6 mediante ensayo SE-HPLC por ml de resina
empaquetada.

Paso de lavado

A continuacion, se lavé la columna con al menos 5 VL de fosfato sédico 100 mM pH 6,5.
Elucion

La columna se eluy6 con diferentes tampones y en diferentes condiciones segun se recoge en las tablas Il a IV a
continuacion.

Regeneracion y desinfeccion
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La columna se regeneré y desinfectd con al menos 4 VL de NaOH 0,5 M + NaCl 1,5 M en modo flujo ascendente. A
continuacion, el flujo se detuvo durante 30 minutos.

Aclarado

La columna se aclaré con al menos 4 VL de AOL.

Conservacion

La columna se conservé en al menos 3 VL de etanol al 20 %.

Resultados

Tabla ll: Efecto del pH y de la conductividad de elucion
Niveles de PCH en la carga: 189 ppm

pH Conductividad Recuperacion de TACI-Fc | PCH (ppm) Aclaramiento
(mS/cm) de PCH (x)
6,5 15,0 25 % 118 1,6
7,3 22,5 100 % 50 3,8
8,0 15,0 95 % 34 55
7,3 22,5 100 % 56 3,4
7,3 33,0 98 % 133 1,4
7,3 22,5 96 % 45 4.2
7,3 22,5 97 % 53 3,6
7,3 12,0 54 % 79 2,4
6,3 22,5 83 % 47 4.1
8,0 30,0 96 % 108 1,8
8,2 22,5 97 % 46 4,2
6,5 30,0 91 % 116 1,6
7,3 22,5 93 % 48 3,9
7,3 22,5 95 % 40 4,8

En la tabla 11l se muestra la recuperacién de TACI-Fc y el aclaramiento de PCH cuando se carga a una capacidad de
10y 32 mg de TACI-Fc por ml de resina y se eluye con un tampén fosfato a una conductividad de entre 12 y 33 mS/cm.

La recogida del pico se llevé a cabo desde el inicio del aumento del valor de UV durante 10 + 0,5 VL.

Tabla lll: Efecto del pH y de la conductividad de elucion 6ptimos segun la capacidad de carga
Niveles de PCH en la carga: 201 ppm

Capacidad de pH Conductividad | Recuperacion de PCH Aclaramiento
carga (mg/ml) (mS/cm) TACI-Fc (ppm) de PCH (x)
10 8,0 15,0 91 % 67 3,0
20,7 93 % 61 3,3
32 8,0 20,7 88 % 54 3,7

En la tabla IV se muestra el efecto de un paso de lavado con fosfato sddico 50, 100 o 150 mM, pH 6,5 sobre la

recuperacion de TACI-Fc y el aclaramiento de las PCH.

Tabla IV: Efecto de las condiciones del paso de lavado sobre el rendimiento de la columna
Niveles de PCH en la carga: 190 ppm y niveles de agregados: 2,0 %

Concentracion de fosfato | Rendimiento de Rendimiento | Agregadosen | PCHen el
sadico en el lavado (mM) TACI-Fc en el de TACI-Fc en el eluido eluido
lavado el eluido (ppm)
lavado 1 50 0,7 % 99 % 2,8 % 62
lavado 2 100 21 % 98 % 29 % 59
lavado 3 150 9,1 % 90 % 2,7 % 49

El tampon utilizado en el lavado 2, que contenia fosfato sédico 100 mM, pH 6,5, tenia una conductividad de 8,4 mS/cm.

En la figura 1 se muestra un gel PAGE-SDS no reducido tefido con plata de muestras procedentes de experimentos
usando las tres condiciones del paso de lavado que se muestran en la tabla IV sobre el aclaramiento de Fc libre.
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En la figura 2 se muestran cromatogramas superpuesto de los experimentos del paso de lavado con fosfato sodico a
concentraciones diferentes.

El paso de lavado se optimizd a pH 6,5 con concentraciones crecientes de fosfato sddico (de 50 a 150 mM). Como
puede observarse en la figura 1, una concentracion del tampén de lavado de 150 mM (lavado 3, pocillo 6) daba lugar
a pérdida de TACI-Fc. Una concentracion de tampon de lavado de 50 mM (lavado 1, pocillo 8) daba lugar a un pico
de TACI-Fc pura, sin embargo, el eluido contenia trazas de Fc libre. Un paso de lavado con fosfato sédico 100 mM pH
6,5 daba lugar a la recuperacion del 98 % en el pico de elucién principal y una pérdida de tan solo el 2 % en el lavado
(figura 2). El aclaramiento de PCH fue de 3,2 veces. El andlisis de las fracciones de lavado y eluida mediante PAGE-
SDS muestra que el paso de lavado contenia Fc libre con parte de TACI-Fc intacta a concentraciones de tampo6n de
100 mM o superiores (fig. 1, pocillos 4 y 6). Se necesita una concentracion de 100 mM o superior para eliminar
completamente el Fc libre de la fraccion eluida (fig. 1, pocillos 5y 7).

Conclusiones

Se desarroll6 un paso de intercambio catiénico como segundo paso de purificacion, tras el paso de captura. El eluido
de captura se obtuvo a pH bajo (5,0) y baja conductividad y podia cargarse directamente en el intercambiador
cationico. Se selecciond una resina Fractogel EMD SO3- con una capacidad de carga de 50 mg/ml. El producto de
degradacién no bioactivo de Fc libre podia eliminarse de manera eficaz en un paso de lavado con fosfato sédico 0,1
M pH 6,5. Las condiciones de elucién se optimizaron para un mejor aclaramiento de las PCH y alta recuperacién de
TACI-Fc (fosfato sédico 179 mM, pH 8,0; conductividad 20,7 mS/cm).

Alternativamente, la elucion puede llevarse a cabo en 10 VL de fosfato sédico 20 mM y NaCl 180 mM pH 8,0 desde
el inicio del aclarado con la absorbancia a 280 nm.

Ejemplo 3: Cromatografia de intercambio aniénico

El material de partida utilizado para este paso de purificacion fue el eluido del paso de intercambio catidnico de
Fractogel SO -3 (véase el ejemplo 2), dializado o diluido en un tampdn de carga adecuado.

Este paso de cromatografia de intercambio anionico se llevo a cabo en una columna SOURCE 30Q (GE Healthcare
17-1275-01) con una altura de lecho de 10 cm. También puede utilizarse en este paso una columna SOURCE 30Q
con una altura de lecho de 15 cm. En este ultimo caso, puede que sea necesario adaptar la capacidad dinamica y el
caudal, lo que esta dentro de conocimiento rutinario del experto en la materia.

Todas las operaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y se registré la sefial UV a 280 nm. Los pasos se
llevaron a cabo a un caudal de 150 o 200 cm/h.

Aclarado

En primer lugar, la columna se aclaré con al menos 1 VL de agua de Ol a un caudal de 150 cm/h.
Desinfeccién

A continuacién, la columna se desinfecté con al menos 3 VL de NaOH 0,5 M + NaCl 1,5 M.
Paso de lavado

La columna se lavé con al menos 3 VL, preferiblemente de 4 a 10 VL, de fosfato Na 0,5 M, pH 7,5 a un caudal de
200 cm/h.

Equilibrado

La columna se equilibré con al menos 5 VL de fosfato sddico 10, 15, 20, 25 o 30 mM, pH 7,5. Opcionalmente, la
columna puede equilibrarse previamente con 3 VL de fosfato sodico 0,5 M, pH 7,5.

Carga, lavado y recogida concomitante de TACI-Fc en el material no retenido

La columna se carg6 con material posterior al intercambio catiénico diluido para obtener una concentracién de fosfato
de 10 a 30 mM, pH 7,5, a una capacidad de no méas de 50 mg de TACI-Fc segun se determiné mediante ensayo SE-
HPLC por ml de resina empaquetada, recogiéndose el material no retenido desde el inicio del aumento del valor de
UV hasta el final del paso de lavado, lo que se llevé a cabo con 4 + 0,5 VL de tamp6n de equilibrado.

Regeneracion/desinfeccion
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La columna se regeneré y desinfectd con al menos 3 VL de NaOH 0,5 M + NaCl 1,5 M en modo de flujo inverso (hasta
que la senal UV recuperaba el valor basal) a un caudal de 150 cm/h. Al final de la regeneracion, la bomba se detuvo
durante 30 min.
Paso de lavado

La columna se lavé con al menos 3 VL de agua de Ol a un caudal de 200 cm/h.
Conservacion

La columna se conservé en al menos 3 VL de etanol al 20 % (v/v) a un caudal de 150 cm/h.
Resultados
En la tabla V a continuacion se resumen los resultados obtenidos con el proceso de purificacién descrito anteriormente.

Tabla V: Efecto de la concentracion de fosfato de carga

pH Conc. de Conc. de Capacidad de | Recuperacion Agregados PCH
de fosfato de TACI-Fc de carga (mg/ml) de TACI-Fc (ppm)
carga carga (mM) carga (mg/l)
7.5 30 773 39 94 % 10,4 % 82,8
7,5 25 639 39 90 % 6,9 % 50,4
7,5 20 651 49 90 % 5,6 % 43,9
7,5 15 437 46 88 % 3,4 % 45,0
7,5 10 283 n/d 82 % 2,8% 26,3

Conclusiones

Se optimiz6 el paso de intercambio aniénico en una columna Source 30Q en modo material no retenido para
maximizar el aclarado de PCH y de agregados. La carga del eluido del intercambio catiénico diluido o diafiltrado en
tampon fosfato sodico 20 mM a pH 7,5 proporcioné el mejor equilibrio entre recuperacion de producto (90 %) y
aclaramiento de PCH (de aproximadamente 2000 ppm a 44 ppm) y agregados (de aproximadamente el 25 % al
5,6 %). Se usé una capacidad dinamica de 50 mg de TACI-Fc por ml de resina empaquetada a un caudal de 150-
200 cm/h.

Ejemplo 4: Cromatografia en hidroxiapatita

El material de partida utilizado para este paso de purificacion fue el material no retenido de la cromatografia de
intercambio anidnico (véase el ejemplo 3).

Se utilizé una columna de 40 pm de hidroxiapatita ceramica de tipo | CHT (Biorad 157-0040) con una altura de lecho
de 10 cm.

Todas las operaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente. El caudal se mantuvo constante a 175 cm/h y se
registré la sefial UV a 280 nm. Todas las soluciones se esterilizaron mediante filtracion y el equipo se desinfect6 con
hidréxido sodico antes de su uso. La columna se conservo en una solucion de NaOH 0,5 M cuando no se usaba.

Pasos iniciales de lavado (aclarado y preequilibrado)

La columna se lavé con al menos 1 VL de tamp6n fosfato sédico 20 mM, pH 7,5 y, a continuacién con al menos 3 VL
de tampén fosfato sédico 0,5 M, pH 7,5 para bajar el pH.

Equilibrado

La columna se equilibr6 con al menos 5 VL de fosfato sédico 20 mM, pH 7,5 (o hasta que se alcanzaban la
conductividad deseada de 3,0 £ 0,3 mS/cm y un pH 7,5 £ 0,1).
Carga

La columna se carg6 con material no retenido de SOURCE 30Q con cloruro de calcio afadido a una concentracion
final de 0,1 mM a partir de una solucién madre a 0,5 M y pH ajustado a 7,0 mediante la adicion de &cido ortofosforico
al 85 %, con una capacidad de TACI-Fc de 50 mg NMT segun se determiné mediante el ensayo SE-HPLC por ml de
resina empaqguetada. También es posible cargar el material no retenido en SOURCE 30Q sin cloruro calcico, ajustado
a pH 7,0, en una columna de hidroxiapatita.

Pasos de lavado
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La columna se lavo con al menos 4 VL de fosfato sédico 3, 4 0 5 mM, MES 10 mM, CaCl2 0,1 mM pH 6,5. También es
posible utilizar el mismo tampdn sin cloruro de calcio.

Elucion

La columna se eluyé con tampén fosfato sédico 5, 4, 3 0 2 mM (véase la tabla V1), MES 10 mM, CaClz2 0,1 mM y KCI
0,6,0,7,0,800,9 M pH 6,5 (véase la tabla VII) desde el inicio del aumento del valor de UV para diferentes VL (véanse
las tablas VIy VII). También es posible utilizar el mismo tampdn sin cloruro célcico para la elucion.

Aclarado

La columna se aclaré con:

- almenos 1 VL de tampodn fosfato sédico 20 mM, pH 7,5;

- al menos 3 VL de tampon fosfato sodico 0,5 M, pH 7,5; y

- almenos 1 VL de tampdn fosfato sédico 20 mM, pH 7,5.

Conservacion

La columna se conservo en al menos 3 VL de NaOH 0,5 M.

Resultados

En la tabla VI se muestra el efecto de la concentracion de fosfato (de 2 a 5 mM) en el tampon de elucion sobre el
aclaramiento de agregados y la recuperacion del producto. Las fracciones del pico de elucién se mezclaron y se

analizaron la concentracion de TACI-Fc y los niveles de agregados mediante SE-HPLC.

Tabla VI: Efecto de la concentracion de fosfato en el tampén de elucion

Conc. de fosfato VL de elucion Rendimiento de Agregados
(mM) TACI-Fc
5 12 73 % 0,49 %
13 74 % 0,52 %
14 68 % 0,65 %
15 77 % 0,67 %
16 77 % 0,70 %
17 70 % 0,73 %
18 76 % 0,85 %
4 12 68 % 0,34 %
13 67 % 0,29 %
14 66 % 0,36 %
15 67 % 0,39 %
16 66 % 0,38 %
17 66 % 0,32 %
18 66 % 0,40 %
3 12 70 % 0,46 %
13 76 % 0,42 %
14 73 % 0,51 %
15 71 % 0,52 %
16 69 % 0,55 %
17 69 % 0,50 %
18 70 % 0,53 %
2 12 65 % 0,19 %
13 66 % 0,00 %
14 66 % 0,18 %
15 68 % 0,14 %
16 66 % 0,17 %
17 71 % 0,19 %
18 65 % 0,16 %

En la tabla VIl se muestra el efecto de la concentracion de KCI en el tampén de elucion sobre el aclaramiento de
agregados y la recuperacion del producto. Se estudiaron dos concentraciones de fosfato sédico: 2 y 3 mM. Las
fracciones del pico de elucién se mezclaron y se analizaron la concentracién de TACI-Fc y los niveles de agregados
mediante SE-HPLC.
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Tabla VII: Efecto de la concentracién de cloruro de potasio en el tampdn de elucion

Conc. de fosfato Conc. de KCI (M) VL de elucion | Rendimiento agregados
(mM) de TACI-Fc
3 0,6 10 102 % 0,48 %
11 109 % 0,46 %
12 106 % 0,43 %
13 105 % 0,42 %
14 103 % 0,43 %
3 0,7 10 96 % 0,42 %
11 97 % 0,40 %
12 98 % 0,41 %
13 96 % 0,40 %
14 96 % 0,43 %
3 0,8 10 106 % 0,58 %
11 110 % 0,55 %
12 112 % 0,57 %
13 101 % 0,59 %
14 110 % 0,57 %
2 0,6 10 71 % 0,29 %
11 79 % 0,28 %
12 80 % 0,29 %
13 80 % 0,29 %
14 81 % 0,26 %
2 0,9 10 64 % 0,27 %
11 72 % 0,25 %
12 73 % 0,29 %
13 70 % 0,33 %
14 66 % 0,24 %

Conclusiones:

La cromatografia en hidroxiapatita proporciona un modo fiable y eficaz de reducir los niveles de agregados TACI-Fc.
Partiendo de material purificado mediante cromatografia de intercambio aniénico (véase el ejemplo 3) con niveles de
agregados de aproximadamente 5-8 %, la cromatografia en hidroxiapatita puede reducir estos niveles por debajo del
0,8 % con una recuperacion de TACI-Fc del 85-90 %.
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<160>7

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211>40

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=descripcion de secuencia artificial: secuencia consenso, en la que los aminoacidos especificos en las
posiciones 3, 12, 14, 15, 18, 21, 25, 34 y 38 estan separados por cualquier variante

<220>
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<2225 (1)..(2), (4)..(11), 13, (16)..(17), (19)..(20), (22)..(24), (26)..(33), (35)..(37) y (39)..(40)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 1

Xaa Xaa Cys Xaa
1

Xaa Cys Xaa Xaa
20

Xaa Cys Xaa Xaa
35

<210>2

<211> 293

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 2

Met Ser Gly Leu
1

Gln Glu Glu Arg
20

Ser Cys Pro Glu
35

Xaa Xaa Xaa
5

Cys Xaa Xaa

Xaa Cys Xaa

Gly Arg Ser
5
Phe Pro Gln

Glu GIn Tyr

Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Xaa Leu Leu Xaa
10 15

Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
25 30

Xaa
40

Arg Arg Gly Gly Arg Ser Arg val Asp
10 15

Gly Leu Trp Thr Gly val Ala Met Arg
25 30

Trp Asp Pro Leu Leu Gly Thr Cys Met
40 45

23



Ser

Phe

65

His

Pro

Asn

Asn

Glu

145

Ala

Cys

Cys

Ser

Glu

Thr

Gly

His

Cys
Leu
Lys
Leu
Ser
130
Ala
Leu
Phe
Ser
Gln
210
Pro
Gln
Arg

Ile

Gly
2

Lys

Arg

Leu

Gln

Pro

115

Asp

Ser

val

Leu

Cys

Asp

val

Glu

Trp

Pro

275

Pro

Thr

Ser

Arg

Cys

Pro

Asn

Pro

Tyr

val

180

Gln

His

Glu

Ser

Gly

Asp

Gly

Ile

Leu

Asp

85

Ala

Glu

Ser

Ala

Ser

165

Ala

Pro

Ala

Thr

Ala

245

Cys

Ser

Ala

Cys

Ser

70

Cys

Tyr

Leu

Gly

Leu

150

Thr

val

Arg

Met

230

val

His

Gly
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Asn

55

Cys

Ile

Phe

Arg

Arg

Pro

Leu

Ala

Ser

Glu

215

Ser

Thr

Thr

Leu

His Gln

Arg Lys

ser Cys

Cys Glu

105

Arg Gln

Tyr Gln

Gly Leu

Gly Leu

Cys Phe

185

Arg Pro

Ala Gly

Phe Cys

Pro Gly

Arg Thr

265

Gly Ile

24

Ser

Glu

Ala

90

Asn

Arg

Gly

Lys

Cys

Leu

Arg

Ser

Phe

Thr

250

Thr

val

Gln

Gln

75

Ser

Lys

Ser

Leu

Leu

155

Leu

Lys

Gln

Pro

Pro

235

Pro

val

Cys

Arg

60

Gly

Ile

Leu

Gly

Glu

140

Ser

Cys

Lys

Ser

val

220

Asp

Leu

val

Thr

Lys

Cys

Arg

Glu

125

His

Ala

Ala

Arg

Pro

205

Ser

Cys

Pro

Gln

Pro
285

Cys

Phe

Gly

Ser

110

val

Arg

Asp

val

Gly

Ala

Thr

Arg

Thr

Pro

270

Ala

Ala

Tyr

Gln

95

Pro

Glu

Gly

Gln

Leu

175

Asp

Lys

Ser

Ala

Cys

255

Cys

Gln

Ala

Asp

80

His

val

Asn

Ser

val

160

Cys

Pro

Ser

Pro

Pro

240

Ala

Pro

Glu
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<210> 3

<211> 251

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota=descripcion de secuencia artificial: esta es una porcion de una cadena pesada de inmunoglobulina

humana

<400> 3
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Met

val

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn
225

Lys

Leu

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

His

Leu

Pro

Asn

Leu

210

val

His

Ser

Ala

35

Pro

val

val

Gln

Gln

115

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

195

Tyr

Phe

Leu

Glu

20

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

100

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

85

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

165

Ile

Thr

Lys

Cys

Phe

Lys

Ala

Thr

val

70

val

Ser

Leu

Ser

Pro

150

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser
230
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Phe

Ser

Glu

Leu

55

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

135

Gln

val

val

Pro

Thr

215

val

Leu

Ser

Gly

40

Met

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Pro

200

val

Met

Leu

Asp

25

Ala

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

His

26

Leu

10

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

90

val

Glu

Lys

Thr

Thr

170

Glu

Leu

Lys

Glu

val

Thr

Ser

Arg

Pro

75

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

155

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
235

Ala

His

val

Thr

60

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

140

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

Ala

Thr

Phe

45

Pro

val

Thr

val

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Pro

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

110

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

190

Gly

Gln

Asn

Arg

15

Pro

Phe

val

Phe

Pro

Thr

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

His

Trp

Pro

Pro

Thr

Asnh

80

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Gly

Tyr
240
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Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
245 250

<210>4

<211> 348

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota=descripcién de secuencia artificial: esta es la secuencia de una proteina de fusién que contiene una
porcién de un receptor TACI humano y una porcién de una secuencia de cadena pesada de inmunoglobulina humana.

<400> 4
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Met

Ala

Phe

Leu

Gln

65

Gln

Ser

Lys

Pro

Pro

145

Thr

Asnh

Arg

Asp

val

Arg

Leu

50

Arg

Gly

Ile

Leu

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

Ala

Phe

Arg

35

Gly

Thr

Lys

Cys

Arg

Pro

Lys

val

Tyr

Glu
195

Met

val

20

Ala

Thr

Cys

Phe

Gly

Ser

Ala

Pro

val

val

180

Gln

Lys

Ser

Met

Cys

Ala

Tyr

85

Gln

Glu

Pro

Lys

val

165

Asp

Tyr

Arg

Leu

Arg

Met

Ala

70

Asp

His

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
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Gly

Ser

Ser

Ser

55

Phe

His

Pro

Lys

Ala

135

Thr

val

val

Ser

Leu Cys

Gln Glu

25

Cys Pro

Cys Lys

Cys Arg

Leu Leu

Lys Gln

105

Ser Ser
120

Glu Gly

Leu Met

ser His

Glu val

185

Thr Tyr
200

28

Glu

Thr

Ser

Arg

90

Cys

Asp

Ala

Ile

Glu

170

His

Arg

val

His

Glu

Ile

Leu

75

Asp

Ala

Lys

Pro

Ser

155

Asp

Asn

val

Leu

Ala

Gln

Cys

Ser

Cys

Tyr

Thr

Ser

140

Arg

Pro

Ala

val

Leu

Glu

Tyr

45

Asn

Cys

Ile

Phe

Thr

Glu

Lys

Ser
205

Leu

Leu

30

Trp

His

Arg

Ser

Cys

Thr

Phe

Pro

val

Thr

190

val

Cys

Arg

Asp

Gln

Lys

Cys

Glu

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Gly

Arg

Pro

Ser

Glu

80

Ala

Asn

Pro

Phe

val

160

Phe

Pro

Thr
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val

Ser

225

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

305

Gly

Tyr

<210>5
<211> 879

Leu

210

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

290

Phe

Asn

Thr

<212> ADN
<213> homo sapiens

<400> 5

His

Lys

Gln

Leu

Pro

275

Asn

Leu

val

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

260

ser

Tyr

Tyr

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

ser

325

Ser

Trp

Pro

230

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
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Leu

215

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

295

Leu

Ser

Ser

Asn Gly

Ser Ile

Gln val

val

val

Ser
265

Glu

280

Pro Pro

Thr val

val

Leu

Met

Ser
345

29

Lys

Glu

Tyr

250

Leu

Trp

val

Asp

His

330

Pro

Glu

Thr

Glu

Leu

Gly

Tyr

220

Thr

Leu

Ccys

ser

Asp

300

ser

Ala

Lys

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

285

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

val

270

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Lys

Ser

255

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
335

val

Ala

240

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

320

His
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atgagtggcc tgggccggag caggcgaggt ggccggagcc gtgtggacca ggaggagcgc oL
tttccacagg gcctgtggac gggggtggct atgagatcct gccccgaaga gcagtactgg 120
gatcctctgc tgggtacctg catgtcctgc aaaaccattt gcaaccatca gagccagcgc 180
acctgtgcag ccttctgcag gtcactcagc tgccgcaagg agcaaggcaa gttctatgac 240
catctcctga gggactgcat cagctgtgcc tccatctgtg gacagcaccc taagcaatgt 300
gcatacttct gtgagaacaa gctcaggagc ccagtgaacc ttccaccaga gctcaggaga 360
cagcggagtg gagaagttga aaacaattca gacaactcgg gaaggtacca aggattggag 420
cacagaggct cagaagcaag tccagctctc ccggggctga agctgagtgc agatcaggtg 480
gccctggtct acagcacgct ggggctctge ctgtgtgeccg tcctctgetg cttcctggtg 540
gcggtggcct gcttcctcaa gaagaggggg gatccctgct cctgccagcc ccgctcaagg 600
ccccgtcaaa gtccggccaa gtcttcccag gatcacgcga tggaagccgg cagccctgtg 660
agcacatccc ccgagccagt ggagacctgc agcttctgct tccctgagtg cagggcgccc 720
acgcaggaga gcgcagtcac gcctgggacc cccgacccca cttgtgctgg aaggtggggg 780
tgccacacca ggaccacagt cctgcagcct tgcccacaca tcccagacag tggecttgge 840
attgtgtgtg tgcctgccca ggaggggggc ccaggtgca 879

<210>6

<211> 753

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=descripcion de la secuencia artificial: ADN que codifica la SEQ ID No: 3

<400> 6
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atgaagcacc
cccaaatctt
gcaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtygg
gtgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

tgtggttctt
cagacCaaaac
tcttcctcett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc
ggaacgtctt

gcctctccect

ES 2755386 T3

cctcctgetg
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttcctc
ctcatgctcc

gtctccgggt

gtggcggctc
ccaccgtgcc
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctgce
gccctcccat
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaa

ccagatgggt
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cctccatcga
ccctgecccc
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca

cctgtccgag
agccgagggg
ctcccggacc
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagegac
cacgcctccc
caagagcagg

caaccactac

<210>7

<211> 1044

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota=descripcion de secuencia artificial: ADN que codifica la proteina de la SEQ ID No: 4

<400>7

atggatgcaa
tcgctcagcec
cccgaagagc
aaccatcaga
caaggcaagt
cagcacccta

tcagacaaaa

tgaagagagg
aggaaatcca
agtactggga
gccagcgceac
tctatgacca
agcaatgtgc

ctcacacatg

gctctgctgt
tgccgagttg
tcctetgetg
ctgtgcagcc
tctcctgagg
atacttctgt

cccaccgtgce

gtgctgctgc
agacgcttcc
ggtacctgca
ttctgcaggt
gactgcatca
gagaacaagc

ccagcacctg

31

tgtgtggcgc
gtagagctat
tgtcctgcaa
cactcagctg
gctgtgectc
tcaggagcga
aagccgaggg

cgtcttcgtt
gagatcctgc
aaccatttgc
ccgcaaggag
catctgtgga
gcccaaatct

ggcaccgtca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
753

60
120
180
240
300
360
420



gtcttcctct
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggct
gggaacgtct

agcctctccc

tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcect
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttcct
tctcatgctc

tgtctccggg

ES 2755386 T3

acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgcctggtc
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaa

accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggyg
caccaggact
tcctccatcg
accctgcccc
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctgc

32

tctcccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcctcc
acaagagcag

acaaccacta

ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1044
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13.

14.
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16.

17.

18.
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REIVINDICACIONES

Método para reducir la concentracion de restos Fc libres en un liquido que comprende una proteina que contiene
Fc, comprendiendo el método someter a dicho liquido a cromatografia de intercambio catidnico en una resina de
intercambio catiénico a un pH de al menos una unidad por debajo del punto isoeléctrico (pl) de dicha proteina
que contiene Fc y lavar la resina de intercambio catiénico con un tampén con una conductividad de 8,2 a
8,6 mS/cmyunpHde5,5a7,5.

El método segun la reivindicacién 1, en el que el paso de lavado se lleva a cabo a un pH de 6,0 a 7,0.

El método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el paso de lavado se lleva a cabo en un
tampon que comprende fosfato sédico de 75 a 125 mM.

El método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende el paso de:
Eluir la proteina que contiene Fc a un pH que oscila de 7,0 a 8,5, en el que el paso de elucién se lleva a cabo a
una conductividad de 15 a 22 mS/cm.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cromatografia de intercambio
cationico se lleva a cabo en una resina de intercambio cati6nico que comprende grupos SOs.

El método segun la reivindicacién 5, en el que la resina comprende una matriz de metacrilato entrecruzada.

El método segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende un paso de purificacién
seleccionado entre cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia en
hidroxiapatita.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la proteina que contiene Fc
comprende una region constante de inmunoglobulina (1g).

El método segun la reivindicacién 8, en el que la region constante es una regién constante humana.
El método segun la reivindicaciéon 8 0 9, en el que la inmunoglobulina es una I1gG.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que la regién constante comprende un dominio
CH2 y un dominio CH3.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la proteina que contiene Fc
comprende una region variable de inmunoglobulina.

El método segun la reivindicacién 12, en el que la proteina que contiene Fc es un anticuerpo.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la proteina que contiene Fc es una proteina
de fusion Fc.

El método segun la reivindicacion 14, en el que la proteina de fusidon Fc comprende una porcién de unién al
ligando de un miembro de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR).

El método segun la reivindicacién 15, en el que la porcién de unién al ligando se selecciona entre un dominio
extracelular de TNFR1, TNFR2 o un fragmento de los mismos de unién a TNF.

El método segun la reivindicaciéon 16, en el que la porcién de union al ligando se selecciona entre un dominio
extracelular de BAFF-R, BCMA, TACI o un fragmento de los mismos de unién a al menos uno de entre Blys o
APRIL.

El método segun la reivindicacién 17, en el que la proteina de fusién Fc comprende un polipéptido seleccionado
entre

aminoacidos 34 a 66 de la SEQ ID NO: 2;

aminoacidos 71 a 104 de la SEQ ID NO: 2;

aminoacidos 34 a 104 de la SEQ ID NO: 2;

aminoacidos 30 a 110 de la SEQ ID NO: 2;

SEQ ID NO: 3;

SEQ ID NO: 4;

un polipéptido codificado por un polinucleétido que hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 506 07 en
condiciones muy rigurosas; y

@~oooop
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h. una muteina de cualquiera de (c), (d), (e) o (f) que tienen al menos el 80 % o el 85 % o0 el 90 % o el 95 % de
identidad de secuencia con el polipéptido de (c), (d), (e) o (f);
donde el polipéptido se une a al menos Blys o APRIL.

Uso de cromatografia de intercambio catidnico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 para la
reduccion de la concentracién de restos Fc libres en una composicion que comprende una proteina que contiene
Fc, en el que la concentracién de Fc libre se reduce a menos del 5 % de la concentracién de proteina total de
dicha composicion.
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