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RESUMO
PURIFICAQKO DE PROTEINAS COM BASE NA NAO AFINIDADE
A presente invencdo refere-se a um método de purificacéo

de proteinas que envolve a combinacdo de cromatografia de nao
afinidade com a HPTFF.
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DESCRIGAO
PURIFICAGCAO DE PROTEINAS COM BASE NA NAO AFINIDADE

Antecedentes da Invencgao

Campo da invencgao

Esta invencdo relaciona-se de um modo geral com a
purificacdo de proteinas. Em particular, a invencédo refere se
a um método para purificar proteinas (como anticorpos e
moléculas semelhantes a anticorpos, p. ex. imunoadesinas) a
partir de uma composicdo que compreende o polipéptido e pelo
menos uma impureza sem recorrer ao uso da cromatografia de
afinidade.

Descricao do Estado da Arte

A purificacdo de proteinas em larga escala e de modo
econémico é cada vez mais um problema importante para a
industria biotecnoldgica. Geralmente, as proteinas sao
produzidas por cultura de células, usando linhas de células de
mamifero ou bacterianas modificadas para produzir a proteina
de interesse por meio da insercéd&o de um plasmideo recombinante
contendo o gene para essa proteina. Como as linhas de células
usadas sdo organismos vivos, tém de ser alimentadas com um meio
de cultura complexo, que contém aglcares, aminoacidos e fatores
de crescimento, geralmente fornecidos a partir de preparacdes
de soro animal. A separacdo da proteina desejada da mistura dos
compostos fornecidos as células e dos subprodutos das préprias
células de modo a se obter uma pureza suficiente para a
utilizacdo em terapéuticas para seres humanos constitui um
enorme desafio.

Procedimentos para a purificacdo de proteinas a partir dos
residuos celulares dependem, em primeiro lugar, do local de
expressdo da proteina. Algumas proteinas s&o secretadas
diretamente da célula para o meio de cultura envolvente; outras
sdo produzidas intracelularmente. No segundo caso, a primeira

etapa do processo de purificacédo envolve a lise da célula, que
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pode ser efetuada por varios métodos, incluindo cisalhamento
mecadnico, choque osmdético ou tratamentos enzimdticos. Essa
rutura liberta o contetdo da célula na sua totalidade para o
homogenato e, além disso, produz fragmentos subcelulares
dificeis de remover devido ao seu pequeno tamanho. Estes séo
geralmente removidos por centrifugacdo ou por filtracdo. O
mesmo problema ocorre, embora em menor escala, no caso de
proteinas diretamente secretadas devido a morte natural das
células e a libertacdo de proteinas intracelulares da célula
hospedeira no decorrer do ciclo de produgdo de proteinas.

Quando se obtém uma solucgdo contendo a proteina de
interesse, tenta-se separar esta das outras proteinas
produzidas pela célula recorrendo a uma combinacdo de
diferentes técnicas de cromatografia. Estas técnicas separam
misturas de proteinas com base na sua carga, grau de
hidrofobicidade ou tamanho. Existem varias resinas de
cromatografia disponiveis para cada uma dessas técnicas,
permitindo uma adaptacdo precisa do esqguema de purificacédo a
proteina especifica em questédo. A base de cada um destes métodos
de separacdo é qgque as proteinas se deslocam a diferentes
velocidades quando descem por uma longa coluna, obtendo-se uma
separacdo fisica que aumenta a medida que as proteinas avangam
na coluna ou gque tém uma adesdo seletiva ao meio de separacéo,
sendo depois eluidas de forma diferenciada por diferentes
solventes. Nalguns casos, a proteina desejada € separada das
impurezas por estas aderirem especificamente a coluna,
enquanto que a proteina de interesse ndo adere, ou seja, a
proteina de interesse estd presente na fracdo ndo ligada ("flow
through") .

A cromatografia de troca idénica, assim designada em funcéo
do contra-ido permutavel, ¢é um procedimento aplicavel a
purificagdo de moléculas ionizaveis. As moléculas ionizadas
sdo separadas devido a interacdo eletrostdtica ndo especifica
dos seus grupos com carga com as moléculas de carga oposta

ligadas a matriz em fase sélida, retardando dessa forma essas
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moléculas ionizadas que interagem mais fortemente com a fase
s6élida. A carga liquida de cada tipo de molécula ionizada e a
sua afinidade com a matriz variam de acordo com o numero de
grupos com carga, a carga de cada grupo e a natureza das
moléculas que competem ao nivel da interacdo com a matriz em
fase sélida com carga. Estas diferencas resultam na separacéo
de varios tipos de moléculas por cromatografia de troca idnica.
Na purificacdo de proteinas tipica com cromatografia de troca
iénica, carrega-se numa coluna de troca idénica uma mistura de
muitas proteinas derivada de uma célula hospedeira, como numa
cultura de células de mamifero. Depois de as moléculas néo
ligadas serem eliminadas na lavagem, ajustam-se as condic¢des,
por exemplo, mudando o pH, a concentracédo do contra—-ido e afins
usando o modo por etapas ou por gradiente, para libertar da fase
sélida uma proteina de interesse ionizada retida ou retardada
de forma ndo especifica e separd-la das proteinas com
diferentes caracteristicas ao nivel da carga. A cromatografia
de troca anidénica envolve a competicdo de uma molécula de
interesse anidnica com o contra-ido negativo pela interacdo com
uma molécula com carga positiva ligada a matriz de fase sdlida
a um pH e sob as condigdes de um determinado processo de
separacdo. Em contraste, a cromatografia de troca catidnica
envolve a competigdo de uma molécula de interesse catidnica com
o contra-ido positivo por uma molécula com carga negativa
ligada a matriz de fase sdélida a um pH e sob as condigdes de
um determinado processo de separacgao. A cromatografia de troca
iénica multimodal envolve a utilizacdo de uma combinacdo, na
mesma etapa, de meios cromatograficos de troca anidnica e
catidénica. Em particular, "multimodal" refere-se a uma matriz
em fase sdélida a qual estd ligada covalentemente uma mistura
de grupos de troca catidnica, troca anidénica e de interacgao
hidrdfoba. Um exemplo representativo de colunas de troca idnica
multimodal disponiveis comercialmente ¢é a ABx™, cuja
utilizacdo é descrita nos Exemplos.

A aplicagdo de cromatografia com hidroxiapatite a




EP1501369B1

proteinas envolve a interacdo nado especifica dos grupos
carboxilato ou amino carregados de uma proteina com 0S grupos
de carga opostos da hidroxiapatite, em que a carga ligquida da
hidroxiapatite e da proteina é controlada pelo pH do tampéo.
A eluicdo é alcancada por deslocamento do emparelhamento néo
especifico da proteina com a hidroxiapatite, usando-se ides
como Ca?* ou Mg?t. Os grupos da proteina carregados
negativamente sdo deslocados por compostos de carga negativa,
como fosfatos, levando dessa forma a eluicdo da proteina com
uma carga efetiva negativa.

A cromatografia de interacdo hidrofdébica (HIC) € ttil na
purificacdo e separacdo de moléculas, como proteinas, com base
nas diferencas na hidrofobicidade da sua superficie. Os grupos
hidrofdébicos de uma proteina interagem de modo né&o especifico
com grupos hidrofdébicos acoplados a matriz usada na
cromatografia. Diferencas no nuUmero e natureza dos grupos
hidrofdébicos na superficie da proteina resultam numa
progressdo diferencial mais lenta numa coluna de HIC,
conduzindo, dessa forma, a separac¢do de proteinas numa mistura
de proteinas.

A cromatografia de interacdo hidrofdbica induzida por
carga (HCI) é Gtil na separacgao de moléculas bioldégicas, como
proteinas, com base no comportamento dependente do pH de
ligandos bimodais ionizéaveis (Boschetti, E. et al., Genetic
Engineering News 20 (13) (2000)). A pH neutro, o ligando ndo tem
carga e liga-se a uma proteina de interesse através de uma
interacdo nédo especifica ligeiramente hidrofdébica. Ao se
reduzir o pH durante a aplicacgcdo de um gradiente de tampdo, o
ligando fica com carga positiva e a ligagdo hidrofébica
quebra-se devido a repulsio da carga eletrostédtica (Boschetti,
E. (2000), supra). As condig¢des pouco agressivas usadas na HCI
diminuem o risco de desnaturacédo das proteinas e de agregacao
de anticorpos.

A cromatografia de afinidade, que explora uma interacéo

especifica estruturalmente dependente (i.e., espacialmente
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complementar) entre a proteina a ser purificada e uma agente
de captura imobilizado, é uma opcg¢do padrido para a purificacédo
de algumas proteinas, como anticorpos. A proteina A, por
exemplo, € um adsorvente Util na cromatografia de afinidade
aplicada a proteinas, como anticorpos, que contém uma regido
Fc. A proteina A é uma proteina de 41kD da parede celular de
Staphylococcus aureas que se liga com uma afinidade elevada
(cerca de 10°® M para a IgG humana) a regido Fc dos anticorpos.
Apesar da sua utilizacdo frequente, a cromatografia de
afinidade € onerosa, particularmente a escala industrial
necesséaria para purificar proteinas terapéuticas.

A filtracdo por fluxo tangencial de desempenho elevado
(HPTFF, do inglés high-performance tangential-flow
filtration) ¢é uma tecnologia a base de membranas Util na
separacdo de misturas de proteinas sem limite em relacédo ao seu
tamanho relativo (Zydney, A.L. e van Reis, R., High-Performance
Tangential-Flow Filtration, cap. 10, in Membrane Reparations
in Biotechnology, 22 ed., William K. Wang, ed., Marcel Dekker,
Inc., NY, NY (2001), pp. 277-298; van Reis et al. Journal of
Membrane Science 159(1999) 133-142, wvan Reis, R. et al.
Biotechnol. Bioceng. 56:71-82 (1997); e van Reis, R., US 5 256
694, US 5 256 294, US 5 490 937, e US 6 054 051). A HPTFF pode
ser usada ao longo de processos de purificagdo a jusante para
remover impurezas especificas (como proteinas, ADN, ou
endotoxinas), eliminar viroses, e/ou eliminar oligomeros de
proteinas ou produtos de degradagdo. A HPTFF € um método tnico
entre as tecnologias de separacao na medida em que pode efetuar
simultaneamente purificacdo, concentracido e troca de tampao,
possibilitando a combinacdo de diferentes etapas de separacao
numa Unica operacdo unitdria escalédvel.

Apesar destes métodos avancados de cromatografia e
filtracdo, a cromatografia de afinidade é geralmente usada como
uma etapa de captura para cumprir os requisitos de pureza,
rendimento e produtividade da purificacdo de anticorpos para

fins farmacéuticos. O custo elevado e a instabilidade dos meios
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de afinidade, porém, aumenta o custo final das terapéuticas com
anticorpos, em particular as que requerem doses elevadas e/ou
administracdo crdénica. Além disso, frequentemente, nédo se
consegue alcancar a pureza adequada, a nao ser que se combine
vadrias etapas de purificacdo, aumentando dessa forma o custo
e reduzindo o rendimento do produto. Nos Estados Unidos, os
anticorpos representam uma percentagem cada vez maior dos
produtos terapéuticos existentes no mercado e em fase de
desenvolvimento para o tratamento, por exemplo, de cancro,
doenca autoimune, doenca infeciosa, doenca cardiovascular e
rejeicédo de transplantes ((Stratan, F. et al., Monoclonal
Antibodies - Coming of Age, 1 (2001), e Booth, M. et al.,
Monoclonal Antibodies: Targeting the Issues, 1 (2001)). Por
conseguinte, existe uma necessidade de processos para
purificar ©proteinas terapéuticas ou outros compostos
polipeptidicos que recorrem a menos etapas e que ndo precisem
de uma etapa onerosa de separacao por afinidade.

Sumadrio da Invencgao

A presente invencgédo refere-se a surpreendente descoberta
de qgue um processo de purificacdo cromatografica de nao
afinidade combinado com a HPTFF é capaz de purificar uma
proteina alvo, como um anticorpo ou uma molécula semelhante a
um anticorpo, presente numa mistura que contém proteinas da
célula hospedeira de modo a que as impurezas de proteinas da
célula hospedeira presentes na proteina alvo purificada se
encontrem numa quantidade inferior a 100 partes por milhéao
(ppm) .

Num aspeto, a 1invencdo refere-se a um método para
purificar uma proteina alvo presente numa mistura que contém
proteina da célula hospedeira e opcionalmente outras
impurezas, que compreende duas etapas de purificacdo por nao
afinidade seguidas de uma filtracdo de fluxo tangencial de
desempenho elevado (HPTFF), na auséncia de uma etapa de
cromatografia de afinidade, em que esse método produz uma

proteina alvo purificada contendo menos do que 100 partes por
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milhdo (ppm) de proteina da célula hospedeira, em alternativa,
menos do que 90 ppm, menos do que 80 ppm, menos do que 70 ppm,
menos do que 60 ppm, menos do que 50 ppm, menos do que 40 ppm,
menos do que 30 ppm, menos do que 20 ppm, menos do que 10 ppm,
menos do que 5 ppm, ou menos do gque 3 ppm.

A primeira etapa de purificacdo por ndo afinidade consiste
numa cromatografia de troca catidnica e a dita segunda etapa
de purificacgdo por ndo afinidade é uma cromatografia de troca
aniénica. Numa forma de realizacdo preferida, o método da
invengdo consiste em duas etapas de purificacdo por
cromatografia de ndo afinidade seguidas de HPTFF e, a seguir,
de uma etapa de isolamento, excluindo-se quaisquer outras
etapas de purificacéao.

A proteina alvo a ser purificada pode ser qualquer
proteina, em particular uma proteina recombinante produzida em
qualquer célula hospedeira, incluindo, mas sem gue 1sso
constitua uma limitacgdo, células de ovadrio de hamster chinés
(CHO) . Proteinas alvo ideais sdo anticorpos, imunoadesinas e
outras moléculas semelhantes a anticorpos, como proteinas de
fusdo que incluam uma regido Cu2/Cu3.

Estas e outras formas de realizacdo nado limitantes da
presente invencgéao sao facilmente compreendidas por
especialistas na area apds terem lido o presente documento e
as reivindicacdes aqui apresentadas. Deverd ficar claro que
esta 1nvencédo ndo se limita as composicdes de matérias e
processos particulares descritos, uma vez que esses compostos
e métodos podem, obviamente, variar. Deverd ficar igualmente
claro que a terminologia usada no presente documento destina-se
apenas a descrever formas de realizacgdo particulares.

Descricdo Resumida das Figuras

A FIGURA 1 apresenta um diagrama esquematico de uma
configuracdo de filtragdo para as experiéncias de HPTFF.

A FIGURA 2 apresenta um gel de poliacrilamida corado com
prata (Zaxis 10-20%), o qual contém amostras que foram obtidas

a diferentes intervalos durante a purificacgdo de anticorpo
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rhuMAb anti-HER2 e que foram submetidas a andlise por SDS-PAGE.
As setas que indicam 60 kD, 50 kD, e 25 kD apontam para o
anticorpo completo, a cadeia pesada, e a cadeia leve,
respetivamente. As outras bandas correspondem a fragmentos de
rhuMAb anti-HER2. As amostras incluiram um padrdo de peso
molecular (pista 1), rhuMAb de referéncia obtido por meio de
um processo de purificacdo por afinidade (pistas 2 e 7), uma
amostra do liguido colhido da cultura de células (HCCF, do
inglés harvested cell culture fluid) contendo rhuMAb (pista 3)
antes da purificacdo, e amostras do material recuperado, apds
cromatografia S (pista 4), apds cromatografia Q (pista 5), apds
a HPTFF adicional (pistas 6 e 12), apds a Experiéncia 1 de HPTFF
com uso de CRC100+ (pista 9), apds a Experiéncia 1 de HPTFF com
uso de CRC300+ (pista 10), e apds a Experiéncia 2 de HPTFF (pista
11).

FIGURAS 3A e 3B. A FIGURA 3A apresenta a sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve do anticorpo rhuMAb anti-HER2; A
FIGURA 3B apresenta a sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada
do anticorpo rhuMAb anti-HER2.

FIGURAS 4A e 4B. A FIGURA 4A apresenta a sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve do anticorpo rhuMAb anti-CDlla; A
FIGURA 4B apresenta a sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada
do anticorpo rhuMAb anti-CDlla.

A FIGURE 5 apresenta um gel de SDS-PAGE corado com prata
o0 qual contém amostras obtidas em diferentes momentos durante
a purificacédo do anticorpo monoclonal recombinante humano
(rhuMAb) anti-CD40

Descricdo Detalhada das Formas de Realizacgdo

A. Definicgbes

O termo "anticorpo" € usado no sentido mais amplo e abrange
especificamente anticorpos monoclonais (incluindo anticorpos
completos), anticorpos policlonais, anticorpos
multi-especificos (p. ex., anticorpos bi-especificos), e
fragmentos de anticorpos desde que retenham ou tenham sido

modificados de modo a conter o dominio de ligacdo especifico
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ao ligando. O anticorpo da presente invencédo é dirigido contra
um "antigénio" de interesse. De preferéncia, o antigénio € um
polipéptido biologicamente importante e a administracgdo do
anticorpo a um mamifero que sofra de uma doenca ou um disturbio
pode resultar num beneficio terapéutico para esse mamifero.
Porém, também se abrange anticorpos dirigidos contra
antigénios nédo polipeptidicos (como antigénios glicolipidicos
associados a tumores; veja—-se a Patente US 5 091 178). Quando
o antigénio €é um polipéptido, pode ser uma molécula
transmembranar (p. ex., umrecetor) ouum ligando, como um fator
de crescimento. Antigénios exemplificativos incluem os
polipéptidos acima referidos. Alvos moleculares preferidos
para anticorpos abrangidos pela presente invencdo incluem
polipéptidos CD como CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD34, e CD40;
membros da familia de recetores HER como o recetor EGF, recetor
HERZ2, HER3 ou HER4; molécula de adesdo celular como LFA-1, Macl,
pl50, 95, VLA-4, ICAM-1, VCAM e integrina av/b3 incluindo as
suas subunidades a ou b (p. ex. anticorpos anti-CDlla,
anti-CD18 ou anti-CDl1lb); fatores de crescimento como VEGEF;
IgE; antigénios eritrocitédrios; recetor £1k2/£f1t3; recetor de
obesidade (0OB); recetor mpl; CTLA-4; polipéptido C, etc.
Antigénios soluveis ou seus fragmentos, opcionalmente
conjugados com outras moléculas, podem ser usados como
imunogénios para produzir anticorpos. No caso de moléculas
transmembranares, como 0s recetores, pode usar—-se fragmentos
destas (p. ex. o dominio extracelular de um recetor) como
imunogénios. Em alternativa, pode usar—-se como imunogénio as
células que expressam a molécula transmembranar. Essas células
podem ser derivadas de uma fonte natural (p. ex. linhas de
células cancerosas) ou podem ser células que foram
transformadas por técnicas recombinantes para expressar a
molécula transmembranar.

"Fragmentos de anticorpos" compreendem a porcdo de um
anticorpo completo, geralmente a sua regido de ligacao ao

antigénio ou regido varidvel. Exemplos de fragmentos de
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anticorpos incluem os fragmentos Fab, Fab’, F(ab’):, e Fv;
moléculas de anticorpos de cadeia Gnica; diabodies; anticorpos
lineares; e anticorpos multi-especificos formados a partir de
fragmentos de anticorpos.

O termo "anticorpos monoclonal" conforme € usado no
presente documento refere-se a um anticorpo obtido a partir de
uma populacdo de anticorpos substancialmente homogénea, i.e.,
os anticorpos individuais que compdem a populacdo sdo idénticos
exceto no caso de mutagdes de ocorréncia natural que podem estar
presentes em quantidades minimas. Os anticorpos monoclonais
sdo extremamente especificos, sendo dirigidos contra um Unico
local antigénico. Além disso, em contraste com as preparacdes
de anticorpos (policlonais) convencionais que incluem
tipicamente diferentes anticorpos dirigidos contra diferentes
determinantes (epitopos), cada anticorpo monoclonal é dirigido
contra um unico determinante no antigénio. O modificador
"monoclonal™ indica o caréadcter da anticorpo como tendo sido
obtido de uma populacdo de anticorpos substancialmente
homogénea e nao deve ser interpretado como requerendo a
produgdo do anticorpo por qualquer método especifico. Por
exemplo, os anticorpos monoclonais a ser usados de acordo com
a presente invencdo podem ser produzidos pelo método do
hibridoma inicialmente descrito por Kohler et al., Nature
256:495 (1975), ou por métodos de ADN recombinante (veja-se,
p. ex., PatenteUS 4 816 567) . Os "anticorpos monoclonais" podem
também ser isolados a partir de bibliotecas de anticorpos
apresentados em fagos (phage display) usando as técnicas
descritas por Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991) e
Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), por exemplo.

Os anticorpos monoclonais no presente documento incluem
especificamente anticorpos "quiméricos" (imunoglobulinas) em
que uma porc¢do da cadeia leve e/ou pesada é idéntica ou homéloga
as sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma
espécie particular ou pertencentes a uma classe ou subclasse

particular de anticorpos, enquanto que o resto da(s) cadeia(s)
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¢ 1idéntico ou homdlogo as sequéncias correspondentes em
anticorpos derivados de uma outra espécie particular ou
pertencentes a uma outra classe ou subclasse de anticorpos, bem
como a fragmentos desses anticorpos, desde que estes exibam a
atividade bioldgica desejada (Patente US 4 816 567; e Morrison
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).

O termo "regido hipervaridvel" quando utilizado no
presente documento refere-se aos residuos de aminoédcidos de um
anticorpo que sdo responsaveis pela ligacdo ao antigénio. A
regido hipervaridvel compreende residuos de aminodcidos de uma
"regido determinante de complementaridade™ ou "CDR" (i.e.
residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) € 89-97 (L3) no dominio varidvel
da cadeia leve e 31-35 (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (H3) no dominio
varidvel da cadeia pesada; Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) e/ou os
residuos de uma "ansa (loop) hipervariédvel" (i.e. residuos
26-32 (L1), 50-52 (L2) e 91-96 (L3) no dominio wvariavel da
cadeia leve e 26-32 (H1), 53-55 (H2) e 96-101 (H3) no dominio
varidvel da cadeia pesada; Chothia e Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)). Residuos "Framework" ou "FR" consistem
nos residuos do dominio varidvel que n&o sdo os residuos da
regido hipervaridvel de acordo com o que foi agqui definido.

As formas "humanizadas" de anticorpos ndao humanos (p. ex.,
murinos) consistem em anticorpos quiméricos que contém uma
sequéncia minima derivada de uma imunoglobulina ndo humana. Na
maior parte dos casos, 0os anticorpos humanizados sao
imunoglobulinas humanas (anticorpo recipiente) em que o0sS
residuos da regido  hipervaridvel do recipiente sao
substituidos por residuos da regido hipervaridvel de uma
espécie ndo humana (anticorpo dador) como um ratinho, rato,
coelho ou um primata ndo humano que tenha a especificidade,
afinidade e capacidade desejada. Nalguns casos, residuos da
regido framework (FR) Fv sdo substituidos pelos residuos nao

humanos correspondentes. Além disso, os anticorpos humanizados
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podem conter residuos que ndo existem no anticorpo recipiente
ou no anticorpo dador. Estas alteracdes sdo efetuadas para se
melhorar o desempenho do anticorpo. Em geral, o anticorpo
humanizado ird conter substancialmente a totalidade de pelo
menos um e tipicamente dois dominios varidveis, em que todas
ou substancialmente todas as ansas hipervaridveis correspondem
as de uma imunoglobulina ndo humana e todas ou substancialmente
todas as regides FR sdo de uma sequéncia de imunoglobulina
humana. Opcionalmente, o anticorpo humanizado ird também
conter pelo menos uma porcgao de uma regido constante de
imunoglobulina (Fc), tipicamente da imunoglobulina humana.
Para mais detalhes, veja-se Jones et al., Nature 321:522-525
(1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); e Presta,
Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

Conforme se utiliza no presente documento, o termo
"imunoadesina" designa moléculas semelhantes a anticorpos que
combinam o "dominio de ligacgdo" de uma protéina "adesina"
heterdéloga (p. ex. um recetor, um ligando, ou uma enzima) com
as fungdes efetoras de um dominio constante de imunoglobulina.
Estruturalmente, as 1imunoadesinas compreendem a fusdo da
sequéncia de aminodcidos da adesina com a especificidade de
ligacdo desejada que ¢é diferente do local de ligacdo e de
reconhecimento do antigénio (local de ligacédo ao antigénio) de
um anticorpo (i.e. é "heteroldga") e uma sequéncia do dominio
constante da imunoglobulina. A sequéncia do dominio constante
da imunoglobulina na imunoadesina ¢é derivada das cadeias
pesadas Y1, Y2, ou Y4 uma vez que as imunoadesinas que contém
estas regides podem ser purificadas por cromatografia com
Proteina A (Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)).

O termo "dominio de 1ligacdo a ligando"™ conforme &
utilizado no presente documento refere-se a qualquer recetor
nativo na superficie celular ou qualquer sua regido ou seu
derivado que retenha pelo menos uma ligacdo ao ligando
qualitativa de um recetor correspondente nativo. Numa forma de

realizacdo especifica, o recetor ¢é proveniente de um
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polipéptido de superficie celular com um dominio extracelular
que é homdélogo a um membro da super familia de genes das
imunoglobulinas. Outros recetores, que nao sido membros da super
familia de genes das imunoglobulinas mas que sao, porém,
abrangidos por esta definicé&o incluem os recetores de
citocinas, e em particular recetores com atividade tirosina
cinase (recetores tirosina cinase), membros das superfamilias
de recetor de fator de crescimento nervoso e hematopoiético,
e moléculas de adesédo celular, p. ex. selectinas (E, L e P).

O termo "dominio de ligacgdo ao recetor"™ é usado para
designar qualgquer ligando nativo de um recetor, incluindo
moléculas de adesdo celular ou qualquer regido ou derivado
desse ligando nativo que retenha pelo menos uma capacidade de
ligagdo ao recetor gqualitativa de um ligando nativo
correspondente. Esta definicao, entre outras, inclui
especificamente sequéncias de ligacdo de ligandos dos
recetores acima mencionados.

Uma "quimera anticorpo-imunoadesina” contém uma molécula
que combina pelo menos um dominio de ligag¢do de um anticorpo
(conforme definido no presente documento) com pelo menos uma
imunoadesina (conforme definido neste pedido de patente).
Quimeras de anticorpo-imunoadesinas exemplificativas sdo as
quimeras bi-especificas CD4-1IgG descritas em Berg et al., PNAS
(USA) 88:4723-4727 (1991) e Chamow et al., J. Immunol. 153:4268
(1994) .

Salvo indicagdo em contrdrio, o termo "HER2" guando
utilizado no presente documento refere-se a proteina HER2
humana e "HERZ2" refere-se ao gene HERZ humano. O gene HERZ
humano e a proteina HERZ humana sédo descritos em Semba et al.,
PNAS (USA) 82:6497-6501 (1985) e Yamamoto et al. Nature
319:230-234 (1986) (numero de acesso do Genebank X03363), por
exemplo.

"Trastuzumab", "HERCEPTIN®", " rhuMAb anti-HER2", e
"HER2" sdo usados de forma equivalente no presente documento

para se referir a um anticorpo anti-HERZ2 humanizado que
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compreende a sequéncia de aminodcidos da cadeia leve da SEQ ID
NO:1 e a sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada da SEQ ID
NO:2 ou suas variantes da sequéncia de aminoacidos que retenham
a capacidade de ligacdo a HER2 e de inibicdo do crescimento de
células tumorais que sobre-expressam HER2 (Figuras 3A e 3B;
veja—-se também a Patente US 5 677 171).

"rhuMAb anti-CDlla " ou "CDlla"™ " sdo usados de forma
equivalente no presente documento para se referir a uma
anticorpo anti-CD1lla humanizado que compreende a sequéncia de
aminocdcidos da cadeia leve da SEQ ID NO:3 e a sequéncia de
aminodcidos da cadeia pesada da SEQ ID NO:4 ou suas variantes
da sequéncia de aminocdcidos que retenham a capacidade de
ligacdo a LFA-1 e de inibicé&o de determinadas fung¢des imunes
dependentes das células T (Figuras 4A e 4B; veja-se também a
Patente US 5 622 700; WO 98/23761; Steppe et al., Transplant
Intl. 4:3-7 (1991); e Hourmant et al.. Transplantation
58:377-380 (1994)). Os anticorpos anti-CDlla incluem ainda, p.
ex., MHM24 [Hildreth et al., Eur. J. Immunol., 13: 202-208
(1983)1, R3.1 (IgGl) [R. Rothlein, Boehringer Ingelheim
Pharmaceuticals, Inc., Ridgefield, CT], 25-3 (ou 25.3), uma
IgGl disponivel na Immunotech, Francga [Olive et al., in
Feldmann, ed., Human T cell Clones. A new Approach to Immune
Regulation, Clifton, NJ, Humana, 1986 p. 173], KBA (IgG2a)
[Nishimura et al., Cell. Immunol., 107: 32 (1987); Nishimura
et al., ibid., 94: 122 (1985)1, M7/15 (IgG2b) [Springer et al.,
Immunol. Rev., 68: 171 (1982)]1, I0T16 [Vermot Desroches et al.,
Scand. J. Immunol., 33: 277-286 (1991)], SPVL7 [Vermot
Desroches et al., supral, e M17 (IgG2a), disponivel na ATCC,
que sao anticorpos de rato anti-CDlla murino. Anticorpos
anti-CDlla preferidos sdo os anticorpos humanizados descritos
na Patente US 6 037 454. Também se prefere em geral que o0s
anticorpos anti-CDlla ndo sejam anticorpos gue causam a
deplecdo de células T, ou seja, que a administracdo do anticorpo
anti-CDlla né&o reduza os niveis de células T circulantes.

A "composicgdo" a ser purificada no presente documento
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compreende o polipéptido de interesse e uma ou mais impurezas.
A composicao pode ser "parcialmente purificada" (i.e. tendo
sido submetida a uma ou mais etapas de purificacgdo, como por
cromatografia de ndo afinidade descrita no presente documento
ou pode ser obtida diretamente a partir de uma célula hospedeira
ou organismo hospedeiro que produzam o polipéptido (p. ex. a
composicédo pode compreender a liquido colhido da cultura de
células).

Conforme se utiliza no presente documento "polipéptido"
refere-se de um modo geral a péptidos e proteinas com mais de
cerca de dez aminodcidos. Preferencialmente, o polipéptido é
uma proteina de mamifero, exemplos da gqual incluem renina; uma
hormona de crescimento humana; hormona de crescimento bovina;
fator de 1libertacdo da hormona de crescimento; hormona
paratiroidea; hormona estimuladora da tirdide; lipoproteinas;
alfa-l-antitripsina; cadeia A da insulina; cadeia B da
insulina; proinsulina; hormona estimuladora do foliculo;
calcitonina; hormona luteinizante; glucagon; fatores de
coagulagdo como fator VIIIC, fator IX, fator tecidual; fator
de von Willebrands; fatores anti-coagulagdo como Proteina C;
fator natriurético atrial; surfatante pulmonar: um ativador do
plasminogénio do tipo urocinase ou urina humana ou ativador do
plasminogénio do tipo tecidual (t-PA); bombesina; trombina,
fator de crescimento hematopoiético; fator de necrose tumoral
alfa e beta; encefalinase, RANTES (regulada sob ativacéo,
normalmente expresso e secretado por células T); proteina
inflamatéria de macrdéfagos humana (MIP-1-alfa); uma albumina
sérica como albumina sérica humana; substédncia inibidora
Muelleriana; cadeia A da relaxina; cadeia B da relaxina;
prorelaxina; péptido associado a gonadotropina de ratinho; uma
proteina microbiana, como uma beta-lactamase; ADNase; IgE;
antigénio associado aos linfdécitos T citotdxicos (CTLA), como
CTLA-4; inibina; ativina; factor de crescimento endoteliar
vascular (VEGF) ; recetores de hormonas ou fatores de

crescimento; Proteina A ou D; fatores reumatdides; um fator
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neurotrdéfico como fator neurotrdfico derivado do osso (BDNF) ;
neurotrofina-3, -4, -5, ou -6 (NT-3, NT-4, NT-5, ou NT-6), ou
um fator de crescimento nervoso como NGF-B; fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF); fator de crescimento
de fibroblastos como aFGF e DbFGF; fator de crescimento
epidérmico (EGF); fator de crescimento transformante (TGF)
como TGF-alfa e TGF-beta, incluindo TGF-PBl, TGF-P2, TGF-B3,
TGF-B4, ou TGF-P5; fator de crescimento semelhante & insulina
I e IT (IGF-I e IGF-II); des(l1-3)-IGF-I (IGF-I no cérebro),
proteinas de ligacd&o ao fator de crescimento semelhante a
insulina (IGFBP); proteinas CD como CD3, CD4, CD8, CD19 CD20,
CDh34, e CDh40; eritropoietina; fatores osteoindutivos;
imunotoxinas; uma proteina morfogenética do osso (BMP); um
interferdao como interferdo-alfa, -beta, e -gama; fatores
estimuladores de colénias (CSF), p. ex., M-CSF, GM-CSF, e
G-CSF; interleucinas (IL), e.g., de IL-1 a IL-10; superdxido
dismutase; recetores de células T; proteinas de superficie da
membrana; fator de aceleracgdo de decaimento; antigénio viral
como, por exemplo, uma porcgdo do invdlucro do virus da SIDA;
proteinas de transporte; recetores de enderecamento (homing);
adressinas; proteinas reguladoras; integrinas como CDl1la,
Cbl1lb, CD 11 ¢, CD18, uma ICAM, VLA-4 e VCAM; um antigénio
associado a tumor como o recetor HER2, HER3 ou HER4; e
fragmentos e/ou variantes de qualquer um dos polipéptidos acima
mencionados. Além disso, uma proteina ou polipéptido da
invencado é um anticorpo, um seu fragmento ou variante, que se
liga especificamente a qualquer um dos polipéptidos acima
mencionados.

Uma "impureza" consiste num material que é diferente do
produto polipeptidico desejado ou proteina de interesse. A
impureza inclui, mas sem que isso constitua uma limitacdo, uma
proteina da célula hospedeira (HCP, como CHOP), um polipéptido
que ndo seja o polipéptido alvo, &cido nucleico, endotoxina
etc.

Uma "variante acidica™ €& uma variante de um polipéptido
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de interesse que € mais acidica (p. ex. conforme determinado
por cromatografia de troca catidnica) do que o polipéptido de
interesse. Um exemplo de uma variante acidica € uma variante
desamidada.

Os termos "proteina de interesse" e "proteina alvo" séo
utilizados de forma egquivalente e referem-se a uma proteina ou
polipéptido como um anticorpo (conforme definido no presente
documento) que se destina a ser purificado por um método da
invengdo a partir de uma mistura de proteinas e, opcionalmente,
de outros materiais como residuos celulares e afins.

Os termos "proteina de células do ovario de hamster
chinés"™ e "CHOP" sé&o utilizados de forma equivalente para
referir uma mistura de proteinas da célula hospedeira ("HCP")
derivada da cultura de células do ovario de hamster chinés
("CHO"). A HCP ou CHOP estd geralmente presente como uma
impureza num meio ou lisado de cultura de células (p. ex., um
liquido colhido da cultura de células ("HCCF")) gue compreende
uma proteina de interesse como um anticorpo ou uma imunoadesina
expressos numa célula CHO). A quantidade da CHOP presente na
mistura que compreende a proteina de interesse constitui uma
medida do grau de pureza da proteina de interesse. A HCP ou CHOP
inclui, mas sem que isso constitua uma limitacgdo, uma proteina
de interesse expressa pela célula hospedeira, como uma célula
hospedeira CHO. Tipicamente, a quantidade da CHOP numa mistura
de proteinas é expressa em partes por milhdo em relacdo a
quantidade de proteina de interesse na mistura. Deve ficar
claro que gquando a célula hospedeira é outro tipo de células
de mamifero, uma E. coli, uma levedura, uma célula de inseto,
ou uma célula vegetal, HCP refere-se as proteinas, gque ndo sejam
a proteina alvo, presentes num lisado da célula hospedeira.

Os termos "partes por milhao" ou "ppm" sdo usados de forma
equivalente no presente documento para referir uma medida da
pureza da proteina de interesse purificada por um método da
invencdo. As unidades ppm referem-se a quantidade de HCP ou CHOP

em nanogramas/mililitro por ©proteina de interesse em
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miligramas/mililitro (i.e., CHOP = (CHOP ng/ml)/ (proteina de
interesse mg/ml), sendo gue as proteinas se encontram numa
solucdo. Quando as proteinas sdo desidratadas (p. ex., por
liofilizacdo), ppm refere-se a (CHOP ng)/(proteina de
interesse mg) .

Por "purificacdo" de um polipéptido de uma composicdo que
compreende o polipéptido e uma ou mails impurezas entende-se
aumentar o grau de pureza do polipéptido na composicdo por meio
da remocao (completa ou parcial) de pelo menos uma impureza da
composicdo. De acordo com a presente invencgdo, a purificacéo
é efetuada sem se recorrer a uma etapa de cromatografia de
afinidade. Uma "etapa de purificacdo"™ pode ser parte de um
processo geral de purificacdo qgque resulta numa composicéo
"homogénea", um termo que €& usado no presente documento para
se referir a uma composicao que compreende menos do que 100 ppm
de HCP numa composicdo que compreende a proteina de interesse,
em alternativa menos do que 90 ppm, menos do gque 80 ppm, menos
do que 70 ppm, menos do que 60 ppm, menos do que 50 ppm, menos
do que 40 ppm, menos do que 30 ppm, menos do que 20 ppm, menos
do que 10 ppm, menos do que 5 ppm, ou menos do que 3 ppm.

Os termos "Proteina A" e "ProA" s&o usados de forma
equivalente no presente documento e abrangem Proteina A obtida
de uma fonte nativa da mesma, Proteina A produzida
sinteticamente (p. ex. por sintese peptidica ou técnicas
recombinantes), e suas variantes que retenham a capacidade para
se ligar a proteinas que tenham uma regido Cu2/Cuy3, como uma
regido Fc. A Proteina A pode ser adquirida comercialmente na
Repligen, Pharmacia & Fennatech. A Proteina A é geralmente
imobilizado num material de suporte em fase sdlida. O termo
"ProA" refere-se também a uma resina ou coluna de cromatografia
de afinidade gque contém uma matriz cromatografica de suporte
s6lido a qual a Proteina A se encontra covalentemente ligada.

O termo "cromatografia" refere-se a um processo em que um
soluto de interesse numa mistura é separado de outros solutos

numa mistura devido a diferencas nas velocidades a que cada
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soluto individual da mistura migra através de um meio
estaciondrio sob a influéncia de uma fase mével, ou em processos
de ligacdo e eluicao.

O termo "cromatografia de afinidade" e "cromatografia de
afinidade para proteinas" sdo usados de forma equivalente no
presente documento e refere-se a uma técnica de separacgado de
proteinas em que uma proteina de interesse ou anticorpo de
interesse se liga de forma especifica e reversivel a um ligando
bio-especifico. Preferencialmente, o ligando bio-especifico
estd covalentemente ligado a uma material cromatogrdafico em
fase sélida e estéd acessivel a proteina de interesse na solucgéo
a medida que a solucdo entra em contacto com o material
cromatogrdfico em fase sélida. A proteina de interesse (p. ex.,
anticorpo, enzima, ou proteina recetora) retém a sua afinidade
de ligacgé&o especifica para o ligando Dbio-especifico
(antigénio, substrato, cofator, ou hormona, por exemplo)
durantes as etapas cromatograficas, enquanto que outro solutos
e/ou proteinas na mistura ndo se ligam de modo considerdvel ou
especifico ao ligando. A ligacdo da proteina de interesse ao
ligando imobilizado permite a passagem das proteinas
contaminantes ou impurezas ©proteicas através do meio
cromatogrdfico enquanto que a proteina de interesse permanece
especificamente ligada ao ligando imobilizado no material da
fase sélida. A proteina de interesse especificamente ligada é
entdo removida na forma ativa do ligado imobilizado
recorrendo-se a pH baixo, pH elevado, salinidade elevada,
ligando competitivo e afins, e passa através da coluna
cromatografica com o tampdo de eluigcdo, sem as proteinas
contaminantes ou impurezas proteicas que passaram
anteriormente através da coluna. Qualquer componente pode ser
usado como um ligando para purificar a sua respetiva proteina
de ligacgdo especifica, p. ex. anticorpo.

Os termos "cromatografia de ndao afinidade"™ e "purificacéo
por nao afinidade™ referem—-se a um processo de purificacao em

que nao se utiliza a cromatografia de afinidade. A

19



EP1501369B1

cromatografia de ndo afinidade inclui técnicas cromatograficas
que se baseiamem interacgdes ndo especificas entre uma molécula
de interesse (como uma proteina, p. ex. anticorpo) e uma matriz
em fase sdélida.

O termo "ligacdo especifica™ conforme utilizado no
presente documento, por exemplo, para descrever interacdes
entre uma molécula de interesse e uma ligando ligado a uma
matriz em fase sdélida, refere-se a 1ligacdo geralmente
reversivel de uma proteina de interesse a um ligando através
de uma combinacdéo de efeitos de complementaridade espacial
entre as estruturas da proteina e do ligando num local de
ligacdo associados a forgas eletrostéaticas, pontes de
hidrogénio, forgas hidrdéfobas, e/ou forcas de van der Walls no
local de ligagdo. Quantomaior for a complementaridade espacial
e mais forte forem as outras forcas no local de ligacado, maior
serd a especificidade de ligacdo de uma proteina em relacdo ao
seu ligando especifico. Exemplos n&o limitantes de ligacgédo
especifica incluem 1ligacdo anticorpo-antigénio, ligacédo
enzima-substrato, ligacdo enzima-cofator, quelagcdo de iéo
metalico, ligagdo proteina de ligacgdo ao ADN-ADN, interacdes
proteina reguladora-proteina, e afins. Idealmente, na
cromatografia de afinidade, a ligacdo especifica ocorre com uma
afinidade de aproximadamente 107% a 10® M em solugdo livre.

O termo "ligacdo nao especifica" conforme utilizado no
presente documento para descrever interagdes entre a molécula
de interesse e um ligando ou outro composto ligado a matriz em
fase sdlida, refere-se a ligacdo de uma proteina de interesse
ao ligando ou composto numa matriz em fase sélida através de
forcgas eletrostéticas, pontes de hidrogénio, forcgas
hidréfobas, e ou forcas de van der Waals no local de interacéo,
mas sem a complementaridade estrutural que aumenta os efeitos
das forcas ndo estruturais. Exemplos de interacgdes nao
especificas incluem, mas sem que isso constitua uma limitacéo,
forcas eletrostaticas, hidrdéfobas, e de van der Waals, bem

como, pontes de hidrogénio.
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z

Um "sal" é um composto formado a partir da interacao de
um &cido com uma base. Um sal util para a invenc¢ao inclui, mas
sem que isso constitua uma limitacédo, acetato (p. ex. acetato
de sédio), citrato (p. ex. citrato de sédio), cloreto (p. ex.
cloreto de sdédio), sulfato (p. ex. sulfato de sédio), ou um sal
de potéssio.

Conforme se utiliza no presente documento, "solvente"
refere-se a uma substéncia ligquida capaz de dissolver ou
dispersar uma ou mais substéncias, de modo a se obter uma
solucdo. Os solventes incluem solventes organicos e aquosos,
sendo que os solventes orgédnicos Gteis incluem um solvente néo
polar, etanol, metanol, isopropanol, acetonitrilo, hexileno
glicol, propileno glicol, e 2,2-tiodiglicol.

O termo "detergente" refere-se a agentes tensiocativos
iénicos e ndo idnicos como polisorbatos (p. ex. polisorbatos
20 ou 80); poloxameros (p. ex. poloxamero 188); Triton;
dodecilsulfato de sdédio (SDS); laurilsulfato de sdédio;
octil-glicosido de sédio; lauril-, miristil-, linoleil-, ou
estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-, 1linoleil- ou

estearil-sarcosina; linoleil-, miristil-, ou cetil-betaina;

lauroamidopropil-, cocamidopropil-—, linoleamidopropil-,
miristamidopropil-, palmidopropil—, ou isoestear-
amidopropil-betaina (p. ex. lauroamidopropil) ;
miristamidopropil-—, palmidopropil-—, ou

isostearamidopropil-dimetil-amina; sédio metil cocoil-, ou
disdédio metil oleil-taurato; e a série MONAQUAT™ (Mona
Industries, Inc., Paterson, Nova Jérsia). Detergentes uteis
sdo um polisorbato, como um polisorbato 20 (TWEEN 20®) ou
polisorbato 80 (TWEEN 80®) .

Um "polimero" no presente documento € uma molécula formada
por ligacgdo covalente de dois ou mais mondémeros, em que OS
monémeros nado sdo residuos de aminodcidos. Exemplos de
polimeros incluem polietil glicol, polipropil glicol, e
copolimeros (p. ex. os Pluronic, PF68, etc.). Un polimero Gtil
é o0 polietileno glicol (PEG), p. ex. PEG 400 e PEG 8000.
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Os termos "troca idénica" e "cromatografia de troca idénica”
referem—-se a processos cromatogradficos em que um soluto de
interesse (como uma proteina) numa mistura interage com um
composto com carga ligado (por exemplo, por ligacgdo covalente)
a um material de troca idénica em fase sdlida de modo a que o
soluto de interesse interaja nado especificamente com o composto
com carga mais ou menos do que outros solutos que constituem
impurezas ou contaminantes presentes na mistura. Os solutos
contaminantes presentes na mistura sdo eluidos de uma coluna
preenchida com o material de troca idénica de forma mais répida
ou mais lenta do que o soluto de interesse ou ligam-se a resina
ou sado excluidos da resina, em comparacdo com o soluto de
interesse. A "cromatografia de troca idnica" inclui
especificamente troca catidnica, troca anidénica, e
cromatografia multimodal.

A frase "material de troca idénica" refere-se a uma fase
sdlida com carga negativa (i.e. uma resina de troca catidnica)
ou carga positiva (i.e. uma resina de troca anidnica). A carga
pode ser providenciada por meio da ligacdo a fase sd6lida de um
ou mais ligandos com carga, p. exX. por ligacdo covalente. Em
alternativa, ou adicionalmente, a carga pode ser um propriedade
inerente da fase sdélida (p. ex. esse & o caso da silica, que
tem uma carga global negativa).

Por "fase sélida" entende-se uma matriz ndo aquosa a qual
podem aderir um ou mais ligandos com carga. A fase sdélida pode
ser uma coluna de purificacgdo, uma fase descontinua de
particulas discretas, uma membrana, ouum filtro, etc. Exemplos
de materiais para formar a fase sdlida incluem polissacéaridos
(como agarose e celulose); e outras matrizes mecanicamente
estaveis como silica (p. ex. vidro de poro controlado),
poli(estirenodivinil)benzeno, poliacrilamida, particulas de
cerémica e derivados de qualquer um dos acima referidos.

Uma "resina de troca catidénica" refere-se a uma fase
sélida gque tem uma carga negativa e que, portanto, tem catides

livres para troca com catides numa solugdao aquosa que passe
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sobre ou através da fase sdlida. Um ligando com carga negativa
ligado a fase sdlida para formar uma resina de troca catidnica
pode ser, p. ex., um carboxilato ou um sulfonato. Resinas de
troca catidénica disponiveis comercialmente incluem
carboxi-metil-celulose, sulfopropilo (SP) imobilizado em
agarose (p. ex. SP— SEPHAROSE FAST FLOW™ ou SP-SEPHAROSE HIGH
PERFORMANCE™, da Pharmacia) e sulfonilo imobilizado em agarose
(p. ex. S—-SEPHAROSE FAST FLOW™ da Pharmacia) .

Uma "resina de troca idénica multimodal" refere-se a uma
fase sélida covalentemente modificada com grupos catidnicos,
aniénicos, e hidréfobos. Uma resina de troca idénica multimodal
disponivel comercialmente ¢ a BAKERBOND ABX™ (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ) que contém grupos fracos de troca catidnica,
uma concentracdo baixa de grupos de troca anidnica, e ligandos
hidréfobos ligados a uma matriz em fase sélida de gel de silica.

O termo "resina de troca anidénica™ é utilizado no presente
documento para se referir a uma fase sdélida gque tem uma carga
positiva, p. ex. gque possui um ou mais ligados de carga
positiva, como grupos amino quaterndrios, ligados a referida
resina. Resinas de troca anidnica comercialmente disponiveis
incluem celulose DEAE, QAE SEPHADEX™ e FAST Q SEPHAROSEM™
(Pharmacia) .

Um "tampédo" & uma solugdo que resiste a mudangas no pH pela
acdo dos seus componentes A4cido-base conjugados. VAarios
tampdes que podem ser utilizados, dependendo, por exemplo no
PH desejado do tampdo sé&o descritos em Buffers. A Guide for the
Preparation and Use of Buffers in Biological Systems, Gueffroy,
D., ed. Calbiochem Corporation (1975). Numa forma de
realizagdo, o tampdo tem um pH compreendido entre cerca de 2
e cerca de 9, alternativamente entre cerca de 3 e cerca de 8,
alternativamente entre cerca de 4 e cerca de 7 alternativamente
entre cerca de 5 e cerca de 7. Exemplos ndo limitativos de
tampdes que podem controlar o pH neste intervalo incluem os
tampdes MES, MOPS, MOPSO, Tris, HEPES, fosfato, acetato,

citrato, sucinato, e amdénio, bem como suas combinacgdes.
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O "tampdo de carregamento" € agquele que € usado para
carregar a composicdo que compreende a molécula polipeptidica
de interesse e uma ou mais impurezas na resina de troca idnica.
O tampdo de carregamento tem uma condutividade e/ou pH de modo
a que a molécula polipeptidica de interesse (e geralmente uma
ou mais impurezas) se liga(m) a resina de troca idnica ou de
modo a que a proteina de interesse passe através da coluna
enquanto que as impurezas se ligam a resina.

O "tampédo intermedidrio" é utilizado para eluir uma ou
mais impurezas da resina de troca idnica, antes da eluicédo da
molécula polipeptidica de interesse. A condutividade e/ou o pH
do tampdo intermedidrio é/sdo de tal modo que uma ou mais
impurezas sdo eluidas da resina de troca idnica, mas sem que
haja a eluicédo de quantidades significativas do polipéptido de
interesse.

O tempo "tampdo de lavagem" quando utilizado no presente
documento refere-se a um tampdo usado para lavar ou
re—-equilibrar a resina de troca idénica, antes da eluicgdo da
molécula polipeptidica de interesse. Convenientemente, o
tampao de lavagem e o tampdo de carregamento podem ser 0 mesmo,
mas isso nao é obrigatdrio.

O "tampdo de eluicédo" é usado para eluir o polipéptido de
interesse da fase sélida. A condutividade e/ou pH do tampédo de
eluicdo é/sd@o de modo a que o polipéptido de interesse seja
eluido da resina de troca idnica.

Um "tampdo de regeneracado" pode ser usado para regenerar
a resina de troca idénica de modo a que possa ser re-utilizada.
O tampdo de regeneracgdo tem uma condutividade e/ou pH conforme
necessario para remover substancialmente todas as impurezas e
o polipéptido de interesse da resina de troca idnica.

O termo "condutividade" refere-se a capacidade de uma
solugdo agquosa para conduzir uma corrente elétrica entre dois
elétrodos. Na solucgédo, a corrente avanga por transporte idénico.
Portanto, com um aumento da quantidade de i1des presentes na

solugdo aquosa, a solucdo ird ter uma maior condutividade. A
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unidade de medigdo da condutividade ¢é milliSiemens por
centimetro (mS/cm), e pode ser medida usando-se um medidor de
condutividade comercializado, P. ex., pela Orion. A
condutividade de uma solugao pode ser modificada, alterando-se
a sua concentracao de ides. Por exemplo, a concentracao de uma
agente tampdo e/ou a concentracdo de um sal (p. ex. NaCl ou KC1)
na solugdo pode ser alterada para se obter a condutividade
desejada. Preferencialmente, a concentracdo salina dos varios
tampdes é modificada para se obter a condutividade desejada
como no Exemplo abaixo apresentado.

O "pI" ou "ponto isoelétrico™ de um polipéptido refere-se
ao pH a que a carga negativa do polipéptido estd em equilibrio
com a sua carga negativa. O pi pode ser calculado a partir da
carga liguida dos residuos de aminodcidos ou dos residuos de
4dcido sidlico dos hidratos de carbonos ligados do polipéptido
ou pode ser determinado por focagem isocoelétrica.

Por "ligagdo" de uma molécula a ummaterial de troca idnica
entende-se a exposicdo da molécula ao material de troca idnica
sob as condigbes apropriadas (pH/condutividade) de modo a gque
a molécula seja imobilizada de modo reversivel no ou sobre o
material de troca idnica em resultado das interacdes idnicas
entre a molécula e o0 grupo ou grupos com carga do material de
troca idnica.

Por "lavagem" do material de troca idénica entende-se a
passagem de um tampdo apropriado através ou sobre o material
de troca idnica.

Poe "eluicdo" de uma molécula (p. ex. polipéptido ou
impureza) de um material de troca idnica entende-se a remogdao
da molécula do material de troca idénica por meio da modificacao
da forcga idénica do tampédo que envolve o material de troca idnica
de modo a que o tampdo compita com a molécula pelos sitios com
carga do material de troca idnica.

Conforme se utiliza no presente documento, "filtrado"
refere-se a porcdo da amostra que passa através da membrana de

filtracéao.
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Conforme se utiliza no presente documento, "retentado"
refere-se a porcdo da amostra que fica substancialmente retida
na membrana de filtracéo.

"Filtracdo de fluxo tangencial™ ou "TFF" ou "filtracgdo com
fluxo cruzado"™ refere-se a um processo de filtracgcdo em que a
mistura da amostra circula através do topo de uma membrana
enquanto a aplicacdo de pressao faz com que determinados
solutos e moléculas pequenas passem através da membrana.
Tipicamente, a solucdo flui paralelamente a membrana de
filtragdo. O diferencial de presséo através da membrana faz com
que o liquido e os solutos filtraveis passem através do filtro.
Isto pode ser realizado como um processo de fluxo continuo, uma
vez que se passa repetidamente a solugdo sobre a membrana
enquanto o fluido que passa através do filtro € continuamente
recolhido para um circuito separado.

"Filtracdo por fluxo tangencial de desempenho elevado" ou
"HPTFF" refere-se a TFF realizada a um fluxo entre 5% e 100%
da pressdo transmembranar no fluxo versus a curva de pressao
transmembranar (veja-se, por exemplo, van Reis, R. Patente US
5 256 694; Patente US 4 490 937; e Patente US 6 054 051).

Conforme se utiliza no presente documento, "impurezas do
lisado" refere-se a todos os componentes indesejados de uma
mistura que contém o ADN plasmidico, incluindo ADN
cromossémico, proteinas do hospedeiro, residuos celulares,
proteinas secretadas pela célula hospedeira, incluindo
residuos da membrana celular, hidratos de carbono, nucledétidos
pequenos degradados, ARN do hospedeiro, lipossacéaridos, etc.

"Membrana de celulose™ refere-se a umpolimero de celulose
em que a celulose consiste em unidades repetidas de D-glicose.
O grupo de 4lcool primdrio de um mondmero de glicose proporciona
a espécie reativa na membrana ao qual o composto com carga esté
covalentemente ligado.

"Membrana de CRC" refere-se a uma membrana compdsita de
celulose regenerada preparada efetuando-se um molde de

celulose num substrato microporoso para controlar o tamanho
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médio dos poros e limitar o numero de defeitos numa pelicula
de celulose.

"Composto com carga" refere-se ao composto ligado a
membrana de filtracgdo, em gue o composto compreende um grupo
com uma carga positiva ou negativa sob as condigdes usadas para
separar a proteina de uma mistura de proteinas. De acordo com
a invencado, o composto com carga pode ainda conter um bracgo
linker entre a membrana e 0O grupo com carga, de modo a gque o
composto com carga se projete a partir da superficie da
membrana. Quando o composto com carga se projeta da superficie
de um poro para o lumen do poro, O composto com carga modifica
0 tamanho efetivo do poro e modifica a distribuig¢do do tamanho
dos poros na membrana.

"Composto com carga reativo" refere-se ao composto com
carga antes de se ligar a membrana, de tal modo que o composto
com carga reativo ainda retém o grupo reativo que promove a
reacdo membrana-composto com carga reativo. Por exemplo,
quando um composto com carga € o ido propil trimetil amédnio
covalentemente ligado a uma membrana de celulose, o composto
com carga reativo pode ser brometo de bromopropil trimetil
aménio. A ligagdo <covalente envolve um deslocamento
nucleofilico do bromo alquilo por um &dlcool primdrio da matriz
de celulose.

"Braco linker" refere-se a porcdo da molécula do composto
com carga entre a porgédo que reage ou reagiu com um grupo reativo
na superficie da membrana de filtracdo e o grupo com carga.
Preferencialmente, o braco linker é uma cadeia de &tomos ou
subunidades moleculares, sendo que essa cadeia é inerte nas
condigbes da reagao usadas para ligar covalentemente o composto
com carga a membrana e ¢ ainda inerte nas condig¢des aquosas
usadas durante a separacgdo da proteina. Um braco linker pode
compreender, mas sem gque isso constitua uma limitacgao, uma
cadeia de alquilo de um a vinte &tomos de carbono, uma cadeia
de hidrato de carbono de um a quinze residuos (incluindo, por

exemplo, ribose e desoxirribose), uma cadeia de dextrano de um
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a 15 residuos de sacaridos, uma cadeia de aminodcidos de um a
vinte cinco aminoédcidos, e outros polimeros (tais como 0S8
utilizados para produzir a prdépria membrana) de uma a vinte
cinco wunidades repetidas. Quando um composto com carga
compreende uma cadeia de aminodcidos como um brago linker e o
residuo com carga é o aminodcido terminal da cadeia, a cadeia
lateral do aminodcido terminal é preferencialmente uma cadeia
lateral com carga.

"Crivagem" (sieving, em inglés) refere-se a razao entre
a concentracdo de um determinado soluto no filtrado (a jusante
da membrana) e a concentracdo do mesmo soluto na solucédo de
alimentacdo (a montante da membrana) (veja-se Zeman e Zydney,
supra, p. 308). Geralmente, um valor elevado de crivagem sugere
gue o soluto passa facilmente através da membrana, enquanto que
um valor baixo de crivagem sugere que o soluto é
predominantemente retido na membrana. Quando se deseja reter
o soluto a montante da membrana, é preferivel um coeficiente
de crivagem reduzido.

"Permeabilidade"™ refere-se a razdo entre a taxa de
filtracdo e a diferencga da pressédo liquida através da membrana.
A permeabilidade é, por conseguinte, o inverso da resisténcia
da membrana. A permeabilidade da membrana ¢ determinada
principalmente pela distribuic&o do tamanho dos poros,
porosidade (densidade dos poros), espessura da membrana e
viscosidade do solvente. De um modo geral, a medida que a
permeabilidade aumenta, a crivagem aumenta. Quando a crivagem
€ melhorada adicionando-se um composto carregado a membrana,
a melhoria da crivagem é uma melhoria relativa a uma membrana
gue possua substancialmente a mesma permeabilidade do que a
membrana com carga, mas sem o composto com carga. Assim, gquando
a melhoria é uma reducdo da crivagem porque um soluto com carga,
como uma proteina, é retido por uma membrana com carga
semelhante, a crivagem € uma reducdo a uma permeabilidade
comparavel ou substancialmente igual. Por conseguinte, a taxa

de filtracdo ¢é mantida, aumentando-se a seletividade da
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membrana.

A "distribuicdo do tamanho dos poros"™ refere-se,
basicamente, ao numero de poros que possuem um raio efetivo,
R, préximo de um raio tedrico, r, expresso como uma funcdo de
densidade de probabilidade (veja-se, Zeman, L.J. e Zydney,
A.L., supra, p. 299-301) . A medida que aumenta o desvio padréo
dos raios efetivos dos poros, a distribuicdo do tamanho dos
poros aumenta. Uma distribuicdo do tamanho dos poros mais
reduzida resulta numa reducdo do desvio padrdo dos poros em
relacdo a um valor teorético. Isto € alcangando, por exemplo,
quando os tamanhos de alguns dos poros maiores sao reduzidos,
adicionando-se composto com carga ao poros mais largos de uma
membrana com carga. O principio de intrusd&o de poros por
liquido-liquido é ttil para medir a distribuigdo do tamanho dos
poros (veja-se R. van Reis e A.L. Zydney, supra, p. 2201). De
acordo com este principio, dois 1ligquidos extremamente
imisciveis, como solucgdes de um sal sulfato e um poli(etileno
glicol) sdo colocadas em contacto, misturando-se para atingir
o equilibrio de particdo. A membrana a ser testada é impregnada
com um dos liquidos de modo a gue todos os poros estejam
preenchidos. Apds drenagem dos tubos de alimentacdo, o segundo
liquido é introduzido no sistema. O primeiro ligquido é entédo
deslocado para fora dos poros pelo segundo liquido, e a taxa
de fluxo é medida como uma funcdo da pressdo transmembranar.
Os dados resultantes fornecem informacdo sobre a distribuicgéao
do tamanho dos poros e podem ser correlacionados com o limite
de exclusdo molecular (MWCO) nominal (veja-se R. van Reis and
A.L. Zydney, supra, p. 2201).

"Carga liquida", quando se refere a uma carga de uma
membrana ou de uma proteina, significa uma carga dque &
predominantemente positiva ou negativa, mas nado se refere a um
valor especifico do numero de cargas positivas em relacdo ao
nimero de cargas negativas na membrana ou proteina, exceto
quando indicado em contrario. Do mesmo modo, "carga semelhante”

e "mesma carga" referem-se a situacdo em gque uma proteina com
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uma determinada carga, positiva ou negativa, é comparada com
uma membrana ou outra proteina que tem uma determinada carga,
positiva ou negativa.

"Tratamento" refere-se a tratamento terapéutico e
profildtico ou medidas de prevencdo. Individuos em necessidade
de tratamento incluem individuos j& com o disturbio bem como
aqueles em que se quer prevenir contra o disturbio.

Um "disturbio" consiste em qualquer condicdo patoldgica
que beneficiaria de um tratamento com o polipéptido purificado
conforme descrito no ©presente documento. Isto inclui
distirbios ou doencgas agudas e crdénicas incluindo as condigdes
patoldégicas que predispdem o mamifero para o disturbio em
questao.

A palavra "marcador" quando utilizada no presente
documento refere-se a um composto ou composicdo detetdvel que
é conjugada diretamente ou indiretamente com o polipéptido. O
marcador pode ser ele préprio detetdvel (p. ex. marcadores de
isétopos radiocativos ou marcadores fluorescentes) ou, no caso
de um marcador enzimdtico, pode catalisar a alteracdo guimica
de um composto ou composicdo substrato que é detetavel.

B. Formas de Realizar a Invencgao

1. Purificagdo de proteinas

Os fabricantes de produtos farmacéuticos a base de
proteinas devem cumprir normas reguladoras estritas, incluindo
requisitos extremamente rigorosos de pureza. Para garantir a
seguranca, as agéncias reguladoras, como a agéncia federal
norte—-americana reguladora dos medicamentos (Food and Drug
Administration, FDA) exigem que os compostos farmacéuticos a
base de proteinas, incluindo aqueles produzidos por tecnologia
de ADN recombinante, sejam substancialmente livres de
impurezas como proteinas da célula hospedeira, virus, ADN,
endotoxinas, agregados, fragmentos, e variantes da proteina
recombinante, e afins. Embora existam varios protocolos de
purificacdo de proteinas disponiveis e usados amplamente na

industria farmacéutica, esses protocolos incluem tipicamente
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purificacgdo por afinidade, como purificacdo com Proteina A no
caso de anticorpos, para obter o grau exigido de pureza.
Conforme se referiu anteriormente no presente documento,
embora a afinidade com Proteina A remova mais do que 99,5% das
impurezas, este beneficio tem o seu preco. A Proteina A é
significativamente mais cara do que os meios de ndao afinidade,
e 08 métodos de purificacdo a base de Proteina A geralmente
levantam problemas relacionados com a estabilidade da resina,
possibilidade de ser lavada e tempo de vida, contaminacao
(leakage) com ligando, e a potencial imunogenicidade dos
residuos de Proteina A que contaminam o produto purificado.

A presente invencdo envolve a purificacdo de proteinas,
em particular proteinas recombinantes, por meio de um protocolo
que nao inclui uma etapa de cromatografia de afinidade. Mais
especificamente, a invencdo proporciona métodos para a
purificag¢do de proteinas (recombinantes), incluindo, mas sem
que isso constitua uma limitacdo, etapas que nao incluem a
cromatografia de afinidade, a um grau que permite o uso direto
das proteinas purificadas em terapéuticas para seres humanos,
eliminando dessa forma as etapas onerosas da cromatografia de
afinidade, bem como uma etapa final de ultrafiltracdo associada
a diafiltracdo frequentemente necessdria para a concentragdo
e formulacdo da proteina terapéutica.

A presente invencéo baseia-se nas descobertas
experimentais que demonstram que as proteinas recombinantes
podem ser purificadas a partir de uma mistura gque compreende
proteinas da célula hospedeira por esquemas de purificacdo que
ndo recorrem a cromatografia de afinidade no mesmo grau que
processos gque incorporam uma etapa de cromatografia de
afinidade. Em particular, descobriu-se gque um processo de
purificacdo por ndo afinidade, que inclui duas etapas de
cromatografia de ndo afinidade seguido por filtracdo de fluxo
tangencial de desempenho elevado (HPTFF) como etapa final, pode
resultar num produto de pureza elevada que contém impurezas

proteicas da célula hospedeira numa quantidade inferior a 100
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partes por milhdo (ppm) .

A proteina a ser purificada usando-se o método descrito
no presente documento € geralmente produzida usando-se
técnicas recombinantes. Métodos para a producgdo de proteinas
recombinantes sao descritos, p. ex., nas Patentes US 5 534 615
e US 4 816 567. Em formas de realizacgdo preferidas, a proteina
de interesse é produzida numa célula CHO (veja-se, p. ex. WO
94/11026) . Exemplos de proteinas que podem ser purificadas
usando-se o processo descrito no presente documento foram acima
descritas.

Quando se usa técnicas recombinantes, a proteina pode ser
produzida intracelularmente, no espago peripldsmico ou
secretada diretamente para o meio de cultura. Se a proteina for
produzida intracelularmente, como uma primeira etapa, o0sS
residuos em particulas, quer sejam fragmentos de células
hospedeiras ou de lisados, sdo removidos, por exemplo, por
centrifugacdo ou filtracdo. Quando a proteina é secretada para
o meio de cultura, as células hospedeiras recombinantes podem
ser separadas do meio de cultura de células, por exemplo, por
filtracédo de fluxo tangencial.

Quando se obtém uma mistura contendo a proteina de
interesse, a separacdo desta das outras proteinas produzidas
pela célula ¢é geralmente efetuada recorrendo-se a uma
combinacgédo de diferentes técnicas de cromatografia. Estas
técnicas separam misturas de proteinas com base na sua carga,
grau de hidrofobicidade ou tamanho. Existem vdrias resinas de
cromatografia disponiveis para cada uma dessas técnicas,
permitindo uma adaptacdo precisa do esquema de purificacédo a
proteina especifica em questdo. A base de cada um destes métodos
de separacdo é que as proteinas se deslocam a diferentes
velocidades quando descem por uma longa coluna, obtendo-se uma
separacado fisica gque aumenta a medida que avanc¢am na coluna ou
que tém uma adesdo seletiva ao meio de separacido, sendo depois
eluidas de forma diferenciada por diferentes tampdes. Nalguns

z

casos, a proteina desejada é separada das impurezas por estas
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aderirem especificamente a coluna, enquanto que a proteina de
interesse n&o adere, ou seja, a proteina de interesse estéd
presente na fracdo nao ligada ("flow through").

Conforme se referiu anteriormente, de acordo com a
presente invengdo, as proteinas podem ser purificadas a um grau
caracterizado pela presenca de menos do que 100 ppm de impurezas
proteicas da célula hospedeira por uma ou duas etapas de
purificacdo por nao afinidade, seguido de HPTFF. As etapas de
purificacgédo por ndo afinidade podem ser a base de cromatografia
de ndo afinidade ou podem incluir técnicas de purificacdo néao
cromatogréaficas.

Etapas de purificacgdo cromatogradfica de né&o afinidade
exemplificativas incluem cromatografia em hidroxiapatite;
cromatografia de interacdo hidréfoba (HIC); HPLC de fase
reversa; cromatografia em silica; cromatografia com separacédo
pelo ponto isolétrico; e filtragdo em gel; cromatografia de
troca catidnica (p. ex., SP-Sepharose); cromatografia de troca
aniénica (p. ex., Q-Sepharose), cromatografia multimodal (p.
ex., ABX), e cromatografia de interacédo hidrofdébica induzida
por carga.

Etapas exemplificativas de purificacéo nao
cromatogrdficas de ndo afinidade incluem didlise, precipitacéao
com sulfato de amdénio, e precipitacdo com etanol.

O processo da presente invencao inclui duas etapas
cromatogridficas de separacdo por ndo afinidade, seguido de
HPTFF, HPTFF com membrana opcionalmente com carga. O protocolo
de purificacdo inclui as etapas de (1) cromatografia de troca
catidénica, (s) cromatografia de troca anidnica, e (3) HPTFF,
nesta ordem, na auséncia de etapas de purificagdo por
afinidade, e preferencialmente sem etapas adicionais de
purificacdo de nenhum tipo.

A  cromatografia de troca idénica ¢é uma técnica
cromatografica que é frequentemente usada na purificacdo de
proteinas. Na cromatografia de troca idnica, zonas com carga

na superficie do soluto sdo atraidas por cargas opostas ligadas
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a uma matriz cromatografica, desde que a forca idnica do tampao
envolvente seja baixa. A eluicdo € geralmente efetuada por meio
do aumento da forga idénica (i.e. a condutividade) do tampéo para
competir com o soluto pelos locais com carga da matriz de troca
iénica. Mudar o pH e, assim, alterar a carga do soluto é outra
forma de se efetuar a eluicdao do soluto. A mudanca em
condutividade ou pH pode ser gradual (eluicao por gradiente)
ou por passos (eluicado por passos) . No passado, estas mudancas
eram progressivas,; i.e., o pH ou a condutividade sdo aumentados
ou reduzidos numa uUnica direcdo.

A preparacdo impura derivada das células hospedeiras
recombinantes é carregada na matriz cromatografica em fase
s6lida equilibrada usando o tampdo de carregamento que pode ser
o mesmo do que o tampdo de equilibrio. A medida que a preparacio
impura avanga através da fase sdélida, a proteina e outras
impurezas (como proteinas do ovario do hamster chinés, CHOP,
guando a proteina € produzida numa célula CHO) ligam-se de forma
diferente a fase sélida, produzindo-se dessa forma a separacgio
a medida que as proteinas passam através da coluna
cromatografica.

A quantidade e tipo de tampdo, sal, e/ou outro composto
da composicdo tampdo sdo de modo a que a quantidade combinada
resulte na eluicdo da(s) impureza(s) proteica(s) de forma
diferenciada da proteina de interesse, em que a proteina de
interesse pode ser retida em relacdo as impurezas ou as
impurezas sdo retidas em relacdo a proteina de interesse. 0Os
sais tampdo e outros aditivos Gteis na realizacgdo da invencéo
incluem, sem que isso constitua uma limitacdo, sais tampdo como
acetato, citrato, histidina, fosfato, acetato de amdénio, MES,
CHAPS, MOPSO, Tris, e afins; sais para ajustar a forcga idnica
do tampdo como cloreto de sdédio e cloreto de potassio; e outros
aditivos como aminodcidos (como glicina e histidina), agentes
caotrdépicos (como ureia), 4&lcoois (como etanol, manitol,
glicerol, e &lcool benzilico), detergentes (como Tween™ e

Cl12E8), acgucares (como sacarose, manitol, maltose, trealose,
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glicose, e frutose). Qualquer destes tampdes e aditivos e as
concentracgdes usadas podem variar de acordo com o tipo de
cromatografia praticado, sendo que as composic¢des tampdo e de
aditivo e concentragcdes sdo facilmente determinadas por
métodos correntes.

O pH do tampdo de eluicao pode estar compreendido entre
cerca de 2 e cerca de 9, em alternativa entre cerca de 3 e cerca
de 8, entre cerca de 4 e cerca de 8, ou entre cerca de 5 e cerca
de 8, embora o pH ou intervalo de pH para a eluicdo seja
determinado de acordo com a proteina de interesse e o tipo de
cromatografia e HPTFF efetuados. Intervalos de pH apropriados
para o tampdo de carregamento, lavagem, ou eluicdo sao
facilmente determinados por métodos correntes de modo a gque a
proteina de interesse seja recuperada numa forma ativa.
Exemplos de tampdes de eluicdo para este fim incluem tampdes
citrato ou acetado.

A forga idénica de um tampdo (medida como condutividade,
por exemplo) pode estar compreendida entre cerca de 0,2-20
mS/cm, em alternativa entre cerca de 0,2-8 mS/cm, entre cerca
de 0,2-6 mS/cm, entre cercade 0,2-4 mS/cm, entre cerca de 0,2-2
mS/cm, ou entre cerca de 1-2 mS/cm, embora a forca idnica ou
intervalo de forcga idnica para um tampdo de carregamento, de
lavagem, ou de eluicédo seja determinada de acordo com a proteina
de interesse e o tipo de cromatografia efetuada e os tampdes
de diafiltracdo do método de HPTFF efetuado. Intervalos de
forgca idénica apropriados para um tampdo s&do facilmente
determinados por métodos correntes de modo a que a proteina de
interesse seja recuperada numa forma ativa.

A etapa de cromatografia de troca catidénica remove
tipicamente pelo menos parte das proteinas da célula
hospedeira, p. ex. CHOP, se a proteina tiver sido produzida em
células CHO, e variantes, produtos de degradacdo, e agregados
da proteina a ser purificada. A etapa de cromatografia de troca
anidénica purifica adicionalmente a proteina das restantes

proteinas da célula hospedeira, p. ex., CHOP, variantes,
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produtos de degradacédo, e agregados da proteina, e também de
endotoxinas e impurezas de ADN.

Apbds a cromatografia de ndo afinidade, a proteina de
interesse eluida é submetida a HPTFF. A HPTFF & uma operacao
unitdria bidimensional gue seletivamente separa solutos com
base no tamanho e na carga. A0 recorrer a VArios avangos
recentes, a HPTFF consegue proporcionar a seletividade elevada
necessaria para uma purificacdo de proteinas efetiva. Em
primeiro lugar, ao contrario dos processos tradicionais com
membranas, a HPTFF é efetuada num regime dependente da presséo
sob condig¢bes para minimizar o fouling (sujamento), explorar
a polarizacdo por concentracdo, otimizar a separacdo por meio
da manutencdo de um fluxo e uma pressdo transmembranar
praticamente uniforme ao longo do mdédulo de separacgao (van
Reis, R., Patentes US 5 256 694; US 5 490 937; e US 6 054 051,
supra). A seletividade da separacdo pode ser melhorada
controlando-se o pH e a forga idénica do tampédo do filtrado para
maximizar diferencas no volume efetivo de diferentes espécies
numa mistura (van Reis et al. (2001), supra; van Reis et al.
(1997), supra; e Saksena, S. e Zydney, A.L., Biotechnol.
Bioeng. 43:960-968 (1994)). Além disso, a carga elétrica da
membrana pode ser modificada para aumentar a excluséo
eletrostdtica de todas as espécies com carga semelhante. Assim,
uma membrana com carga positiva vai apresentar uma maior
rejeicdo de proteinas com carga positiva do gue uma membrana
com carga negativa com uma dimensao de poro semelhante (van Reis
et al. (2001), supra; Nakao, S. et al., Desalination 70 :191-205
(1988); e van Reis et al., J. Membr. Sci. 159:133-142 (1999)).
Além disso, as separagdes de proteinas por HPTFF sdo efetuadas
usando-se o modo de diafiltracido em que a impureza (ou produto)
é arrastado por lavagem para fora do retentado por meio da
adicdo simulténea de tampdo fresco ao reservatdrio de
alimentacdo a medida que o filtrado é removido através da
membrana. Esta adicdo de tampdo mantém uma concentracéo

apropriada de proteina no retentado ao longo da separacgdo. A
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diafiltracdo também possibilita a obtencdo de fatores de
purificacgdo para produtos recolhidos no retentado que sao
superiores a seletividade da membrana devido a remogao continua
de impurezas no filtrado (van Reis et al. (2001), supra; e van
Reis, R. e Saksena, S., J. Membr. Sci. 129:19-29 (1997)).

Uma membrana de filtragcdo de HPTFF Util para separacdes
de proteinas é uma barreira seletiva sintética (frequentemente
polimérica) ou ultrafiltragcdo (UF) a escala laboratorial
(veja—-se Leos J. Zeman e Andrew L. Zydney, "Microfiltration and
Ultrafiltration: Principles and Applications," 1996, Marcel
Dekker, Inc., p. 3). Nestes processos, alguns componentes do
fluxo de alimentacdo, como proteinas, passam através dos poros
da membrana para o filtrado, enquanto outras proteinas ou
componentes, geralmente maiores, sdo retidos pela membrana no
retentado (veja-se Zeman e Zydney, supra, p. 3).

A ultrafiltracdo de proteinas consiste num processo de
separacdo por membranas induzido pela pressdo usado para a
concentracdo ou purificacdo de solugdes com proteinas (Robert
van Reis e Andrew L. Zydney, "Protein Ultrafiltration" in
Encyclopedia of Bioprocess Technology: Fermentation,
Biocatalysis, and Bioseparation, M.C. Flickinger e S.W. Drew,
eds., John Wiley & Sons, Inc. (1999), p. 2197). As membranas
de UF tém tipicamente um tamanho médio de poro entre 10 e 500
Angstrdms, que se situa entre o tamanho médio de poro das
membranas usadas na osmose reversa e na microfiltracdo. A
ultrafiltracdo separa solutos com base em diferencas na taxa
de filtracédo de diferentes componentes através da membrana em
resposta a uma determinada forca motriz que consiste na pressao
(R. van Reis e A.L. Zydney, supra, p. 2197). As taxas de
filtracdo dos solutos e, por conseguinte, a seletividade da
membrana sdo determinadas por interagdes termodindmicas e
hidrodindmicas (R. van Reis e A.L. Zydney, supra, p. 2197). A
ultrafiltracdo ¢é frequentemente usada em processamento a
jusante para a concentracdo de proteinas, troca de tampéao e

dessalinizacédo, purificacdo de proteinas, eliminac¢édo de virus,
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e clarificacdo (R. van Reis e A.L. Zydney, supra, p. 2197).

Quando se usa HPTFF, a proteina desejada € recolhida no
retentado ou no filtrado dependendo das taxas relativas de
filtragcdo (R. van Reis e A.L. Zydney, supra, p. 2197). A HPTFF
€ util para separar proteinas de tamanho semelhante usando as
membranas semipermedveis acima descritas (veja-se, por
exemplo, R. van Reis, et al., Biotech. Bioceng. 56:71-82 (1997)
e R. van Reis et al., J. Memb. Sci. 159:133-142 (1999)). Com
a HPTFF obtém-se uma seletividade elevada por meio do controlo
do fluxo do filtrado e da mecénica do fluido do dispositivo para
minimizar fouling (sujamento) e explorar os efeitos da
polarizacdo por concentracao (R. van Reis et al., J. Memb. Sci.
159:133-142 (1999)).

O desempenho da HPTFF pode ser avaliado por dois
parametros, seletividade e produtividade (throughput), que sédo
usados para otimizar o rendimento e o fator de purificacédo do
processo (van Reis e Saksena, supra, 1997; van Reis et al.,
supra, 1999). A seletividade é definida como a razdo entre os
coeficientes de crivagem observados dos solutos permedveis e
retidos. Uma vez que a aplicacédo da HPTFF se baseia na retencgéao
de uma proteina alvo e na crivagem da HCP, ou impurezas, a

seletividade €& descrita como:

|\ (. Shcp Equacao §
Sﬂ;we‘em alve

em que a razdo do coeficiente de crivagem é definida como
a seguinte razao sem unidades:

Criirad: =
= Equagiio 2

Catiment acda

em que Criltrado € Calimentacio Sa0 as concentracdes dos solutos
no filtrado e nos tubos de alimentacéo.

A produtividade (throughput) é definida como o produto do
fluxo do filtrado e a diferenca na crivagem entre solutos

permeaveis e retidos:
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J-AS=J Sy ~8 Equagio 3

T peateine cn'w)

Outro pardmetro do processo calculado é o rendimento do
retentado durante diafiltracdo a volume constante. Este

rendimento é expresso como:
Y = o~ Mtuosinaaivo - Equacio ¢4

Em que N representa o numero de diavolumes e S representa
a crivagem do soluto considerado.

Mais detalhes sobre as etapas da purificacao por HPTFF
serdo fornecidos nos Exemplos abaixo apresentados.

A medida preferida de purificacdo de proteinas pelo
processo da presente invencdo é a medida de impureza proteica
das células hospedeiras, p. ex. impureza de CHOP, quando a
proteina recombinante a ser purificada € produzida em células
CHO. A proteina purificada deve conter preferencialmente menos
de 100, mais preferencialmente menos de 90, menos de 80, menos
de 70, menos de 60, menos de 50, menos de 40, menos de 30, menos
de 20, menos de 10, menos de 5 ppm, ou menos de 3 ppm de proteinas
da célula hospedeira, p. ex. CHOP, em que os valores em ppm sS&o
calculados como acima definido.

A proteina assim recuperada pode ser formulada num veiculo
farmaceuticamente aceitéavel e é usada para varios
diagndésticos, terapéuticas ou outras utilizacgdes conhecidas
para essas moléculas.

2. Anticorpos

A proteina preferida a ser purifica de acordo com a
presente invencédo é um anticorpo. Em particular, de acordo com
o descrito nos Exemplos abaixo apresentados, para a purificacgéao
de anticorpo monoclonal humanizado recombinante (RhuMADb),
liguido colhido da cultura de células (HVVF) condicionado a
partir de células de ovario de hamster chinés (CHO) que
expressam RhuMAb foi carregado numa coluna de troca catidnica

inicial (Resina SP-Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences;
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(S)). Omaterial recolhido na coluna S, o pool S, foi recolhido
da coluna de SP-Sepharose, submetido a condicionamento e, a
seguir, carregado numa coluna de troca anidnica (resina
Q-Sepharose Fast Flow, Amersham Biosciences; (Q)). O material
recolhido da coluna de troca anidnica (como a coluna Q, como
a pool Q) foi purificado por HPTFF.
Anticorpos no dmbito da presente invencdo incluem, mas nao
se limitam a: anticorpos anti-HERZ2 incluindo Trastuzumab
(HERCEPTIN®) (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285-4289 (1992), Patente US 5 725 856); anticorpos
anti-CD20 como anti-CD20 "C2B8" quiméricos como descrito na
Patente US 5 736 137 (RITUXAN®), uma variante quimérica ou
humanizada do anticorpo 2H7 como descrito na Patente US 5 721
108, B1l, ou Tositumomab (BEXXAR®); anti-IL-8 (St John et al.,
Chest, 103:932 (1993), e Patente WO 95/23865); anticorpos
anti-VEGF incluindo anticorpos anti-VEGF humanizados e/ou por
maturacdo por afinidade como o anticorpo anti-VEGFEF humanizado
huA4.6.1 AVASTIN® (Kim et al., Growth Factors, 7:53-64 (1992),
Patentes WO 96/30046, e WO 98/45331, publicada a 15 de outubro,
1998) ; anticorpos anti-PSCA (WO01/40309); anticorpos
anti-CD40, incluindo S2C6 e suas variantes humanizadas
(WO00/75348); anti-CDlla (Patentes US 5 622 700, WO 98/23761,
Steppe et al., Transplant Intl. 4:3-7 (1991), e Hourmant et al.,
Transplantation 58:377-380 (1994)); anti-IgE (Presta et al.,
J. Immunol. 151:2623-2632 (1993), e Patente WO 95/19181);
anti-CD18 (Patente US 5 622 700, emitida a 22 de abril, 1997,
ou como descrito na Patente WO 97/26912, publicada a 31 de
julho, 1997); anti-IgE (incluindo E25, E26 e E27; Patente US
5 714 338, emitida a 3 de fevereiro, 1998 ou Patente US 5 091
313, emitida a 25 de fevereiro, 1992, Patente WO 93/04173
publicada a 4 de Marco, 1993, ou Pedido de Patente Internacional
PCT/US98/13410 submetido a 30 de junho, 1998, Patente US 5 714
338); anticorpo anti-recetor de Apo-2 (WO 98/51793 publicada
a 19 de novembro, 1998); anticorpos anti-TNF-o incluindo cA2
(REMI- CADE®), CDP571 e MAK-195 (Veja-se, Patente US 5 672 347
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emitida a 30 setembro, 1997, Lorenz et al. J. Immunol. 156 (4):
1646-1653 (1996), e Dhainaut et al. Crit. Care Med. 23(9):
1461-1469 (1995)); anti-fator tecidual (TF) (Patente Europeia
0 420 937 Bl concedida a 9 de novembro, 1994); anti-integrina
osf7 humana (WO 98/06248 publicada a 19 de fevereiro, 1998);
anti-EGFR (anticorpo 225 quimérico ou humanizado como descrito
em WO 96/40210 publicada a 19 de dezembro, 1996); anticorpos
anti-CD3 como OKT3 (Patente US 4 515 893 emitida a 7 de maio,
1985); anticorpos anti-CD25 ou anti-tac como CHI-621
(SIMULECT®) e (ZENAPAX®) (veja—-se a PatenteUS 5693 762 emitida
a 2 de dezembro, 1997); anticorpos anti-CD4 como o anticorpo
cM-7412 (Choy et al. Arthritis Rheum 39(1) :52-56 (1996));
anticorpos anti-CD52 como CAMPATH-1H (Riechmann et al. Nature
332:323-337 (1988)); anticorpos anti-recetor de Fc como o
anticorpo M22 dirigido contra FcYRI como descrito em Graziano
et al. J. Immunol. 155(10):4996-5002 (1995); anticorpos
anti-antigénio carcinoembriondrio (CEA) como hMN-14 (Sharkey
et al. Cancer Res. 55 (23 Sup.) 5935s5-5945s (1995); anticorpos
dirigidos contra células epiteliais mamdrias incluindo
huBrE-3, hu-Mc 3 e CHL6 (Ceriani et al. Cancer Res. 55(23):
5852s-5856s (1995); e Richman et al. Cancer Res. 55(23 Sup.):
59165-5920s (1995)); anticorpos que se ligam a células do
carcinoma do cdélon como C242 (Litton et al. Eur J. Immunol.
26(1) :1-9 (1996)); anticorpos anti-CD38, p. ex. AT 13/5 (Ellis
et al. J. Immunol. 155(2):925-937 (1995)); anticorpos
anti-CD33 como Hu M195 (Jurcic et al. Cancer Res 55(23
Suppl) :5908s5-5910s (1995) e CMA- 676 ou CDP771; anticorpos
anti-CD22 como LL2Z ou LymphoCide (Juweid et al. Cancer Res 55 (23
Suppl) :5899s-5907s (1995)); anticorpos anti-EpCAM como 17-1A
(PANOREX®) ; anticorpos anti-GpIIb/I ITa como abciximab ou c7E3
Fab (REOPRO®); anticorpos anti—-RSV como MEDI-493 (SYNAGIS®);
anticorpos anti-CMV como PROTOVIR®; anticorpos anti-VIH como
PRO542; anticorpos anti-hepatite como o anticorpo anti-Hep B
OSTAVIR®; anticorpo anti-CA 125 OvaRex; anticorpo BEC2

anti-idiotipico contra o epitopo GD3; anticorpos anti-oavp3
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VITAXIN®; anticorpo anti-carcinoma de células renais humanas
como ch-G250; ING-1; anticorpo anti-17-1A humano (3622W94);
anticorpo anti-tumor coloretal humano (A33); anticorpo
anti-melanoma humano R24 dirigido contra o gangliosideo GD3;
anti-carcinoma epidermdéide humano (SF-25); e anticorpos
anti-antigénio leucocitdrio humano (HLA) como Smart ID10 e o
anticorpo anti-HLA DR Oncolym (Lym-1). Os antigénios alvo
preferidos para o anticorpo do presente documento sdo: recetor
HER2, VEGF, IgE, CD20, CDlla, e CD4O0.

Para além dos anticorpos especificamente acima
identificados, um especialista na &rea pode ©produzir
anticorpos dirigidos contra um antigénio de interesse, p. ex.,
usando as técnicas abaixo descritas.

(a) Selecdo e preparacdo do antigénio

O anticorpo da presente invencdo é dirigido contra um
"antigénio"™ de interesse. De preferéncia, o antigénio é um
polipéptido biologicamente importante e a administragdo do
anticorpo a um mamifero que sofra de uma doenca ou disturbio
pode resultar num beneficio terapéutico para esse mamifero.
Porém, também se abrange anticorpos dirigidos contra
antigénios nédo polipeptidicos (como antigénios glicolipidicos
associados a tumores; veja-se a Patente US 5 091 178). Quando
o antigénio é um polipéptido, pode ser uma molécula
transmembranar (p. ex., um recetor) ou um ligando como um fator
de crescimento. Antigénios exemplificativos incluem as
proteinas abaixo descritas na secc¢do (3). Alvos moleculares
exemplificativos para anticorpos abrangidos pela presente
invenc¢cao incluem proteinas CD como CD3, CD4, CD8, CD19, CD20,
CD22, CD34, CD40; membros da familia de recetores ErbB como o
recetor EGF, recetor HER2, HER3 ou HER4; molécula de adeséao
celular como LFA-1, Macl, pl50,95, VLA-4, ICAM-1, VCAM e
integrina ov/P3 incluindo as suas subunidades o ou B (p. ex.
anticorpos anti-CDlla, anti-CD18 ou anti-CD1l1lb); fatores de
crescimento como VEGF; IgE; antigénios eritrocitédrios; recetor
fl1k2/£f1t3; recetor de obesidade (OB); recetor mpl; CTLA-4;
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proteina C, ou quaisquer dos outros antigénios mencionados no
presente documento. Os antigénios a gue os anticorpos acima
listados se ligam sé&do especificamente incluidos no ambito do
presente documento.

Antigénios soluveis ou seus fragmentos, opcionalmente
conjugados com outras moléculas, podem ser usados como
imunogénios para produzir anticorpos. No caso de moléculas
transmembranares, como 0s recetores, pode usar-se fragmentos
destas (p. ex. o dominio extracelular de um recetor) como
imunogénios. Em alternativa, pode usar-se como imunogénio as
células que expressam a molécula transmembranar. Essas células
podem ser derivadas de uma fonte natural (p. ex. linhas de
células cancerosas) ou podem ser células que foram
transformadas por técnicas recombinantes para expressar a
molécula transmembranar.

Outros antigénios e suas formas Uteis para preparar
anticorpos serédo evidentes para os especialistas na &rea.

(b) Anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais séo preferencialmente
produzidos em animais por injec¢des multiplas por via subcuténea
(sc) ou intraperitoneal (ip) do antigénio relevante e um
adjuvante. Pode ser util conjugar o antigénio com uma proteina
gue é imunogénica na espécie a ser imunizada, p. ex. hemocianina
de Megathura crenulata, albumina sérica, tiroglobulina bovina,
ou inibidor da tripsina de soja usando um agente bifuncional
ou de derivatizacédo, por exemplo, éster maleimidobenzoil
succinimida (conjugacdo através dos residuos de cisteina),
N-hidroxi-succinimida (através dos residuos de 1lisina),
glutaraldeido, anidrido succinico, S0OCl;, ou RIN=C=NR, em que
R e R! representam grupos alquilo diferentes.

Os animais sdo imunizados contra o antigénio, conjugados
imunogénicos, ou derivado combinando-se, p. ex., 100 ug ou 5
Wg da proteina ou conjugado (para coelhos ou ratinhos,
respetivamente) com 3 volumes de adjuvante completo de Freund

e injetando-se a solucdo por via intradérmica em multiplos
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locais. Um més depois os animais recebem uma dose de reforcgo
de 1/5 a 1/10 da quantidade inicial do antigénio ou conjugado
no adjuvante completo de Freund por injecdo subcuténea em
multiplos locais. Sete a 14 dias depois, sangram-se o0s animais
e 0 soro é testado para determinacdo do titulo de anticorpos.
Os animais recebem doses de reforco até o titulo estabilizar
num patamar (plateau). Preferencialmente, o animal recebe uma
dose de reforcgo contendo o conjugado do mesmo antigénio, mas
conjugado com uma proteina diferente ou através de uma reagente
de reticulacdo diferente. 0Os conjugados também pode ser
produzidos em cultura de células recombinantes como proteinas
de fusado. Os agentes agregantes como alumen também sdo usados
adequadamente para aumentar a resposta imune.

(c) Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos monoclonais podem ser produzidos pelo
método do hibridoma inicialmente descrito por Kohler et al.,
Nature 256:495 (1975), ou por métodos de ADN recombinante
(Patente US 4 816 567).

No método do hibridoma, um ratinho ou outro animal
hospedeiro apropriado, como um hamster ou um macaco do género
Macaca, ¢ imunizado como anteriormente descrito no presente
documento para estimular o aparecimento de linfdcitos que
produzem ou conseguem produzir anticorpos que se irdo ligar
especificamente a proteina usada na imunizacéao.
Alternativamente, os linfécitos podem ser imunizados in vitro.
A seguir, os linfdécitos sdo fundidos com células do mieloma
usando um agente de fusdo adequado, como polietilenoglicol,
para formar um célula de hibridoma (Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103 (Academic
Press, 1986)).

As células de hibridoma assim preparadas sdo semeadas e
desenvolvidas num meio de cultura adequado que contém
preferencialmente uma ou mais substdncias qgue inibem o
crescimento ou sobrevivéncia das células de mieloma parentais

ndo fundidas. Por exemplo, se as células de mieloma parentais
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ndo possuirem a enzima hipoxantina guanina fosforribosil
transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de cultura para os
hibridomas vai incluir tipicamente hipoxantina, aminopterina,
e timidina (meio HAT), substéncias essas gque impedem o
crescimento de células deficientes em HGPRT.

As células de mieloma preferidas sdo as que se fundem de
modo eficiente, mantém uma producgdo de anticorpos estével e a
nivel elevado ©pelas c¢élulas produtoras de anticorpo
selecionadas, e sdo sensiveis a um meio de crescimento como o
meio HAT. Entre essas, as linhas de células de mieloma
preferidas sao as linhas de mielona murino, como as derivadas
dos tumores de ratinhos MOPC-21 e MPC-11 disponivel no Salk
Institute Cell Distribution Center, S&o Diego, Califdrnia EUA,
e as células SP-2 ou X63-Ag8-653 disponiveis na American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland EUA. Também foram
descritas linhas celulares de mieloma humano e de heteromieloma
humano-ratinho para a producédo de anticorpos monoclonais
humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984),; Brodeur et al.,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,
pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

O meio de cultura em gque as células de hibridoma crescem
é testado para a producdo de anticorpos monoclonais contra o
antigénio. Preferencialmente, a especificidade de ligacgdo dos
anticorpos monoclonais produzidos pelas células de hibridoma
é determinada por imunoprecipitacdo ou por um ensaio de ligacgéao
in vitro, como um radioimunoensaio (RIA) ou um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) .

Apds se terem identificado as células de hibridoma que
produzem anticorpos com a especificidade, afinidade ou
atividade desejadas, os clones podem ser subclonados por
procedimentos de diluicdo limite e desenvolvidos por métodos
correntes (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)). Meios de cultura
adequados para este fim incluem, por exemplo, o meio D-MEM ou

RPMI-1640. Além disso, as células de hibridoma podem crescer

45



EP1501369B1

in vivo sob a forma de tumores asciticos num animal.

Os anticorpos monoclonais secretados pelo subclones séao
adequadamente separados do meio de cultura, fluido ascitico,
ou soro por procedimentos convencionais de purificacdo de
imunoglobulinas como, por exemplo, Proteina A-Sepharose,
cromatografia em hidroxiapatite, electroforese em gel,
didlise, ou cromatografia de afinidade. Preferencialmente,
utiliza-se o procedimento de cromatografia com Proteina A
descrito no presente documento.

O ADN que codifica os anticorpos monoclonais é facilmente
isolado e sequenciado usando-se procedimentos convencionais
(p. ex., usando-se sondas oligonucleotidicas capazes de se
ligar especificamente a genes que codificam as cadeias leves
e pesadas dos anticorpos monoclonais) . As células de hibridoma
servem com uma fonte preferida desse ADN. Depois de isolado,
o ADN pode ser colocado em vetores de expressdo, que sao a seguir
transfetados em células hospedeiras como células de E. coli,
células COS de simios, células do ovario de hamster chinés
(CHO), ou células de mieloma que de outra forma ndo produzem
a proteina imunoglobulina, para obter a sintese de anticorpos
monoclonais nas células hospedeiras recombinantes.

O ADN também pode ser modificado, por exemplo,
substituindo-se a sequéncia que codifica os dominios
constantes das cadeia pesada e leve humana no lugar das
sequéncias homélogas murinas (Patente US 4 816 567; Morrison,
et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), ou por
ligacdo covalente a sequéncia que codifica a imunoglobulina de
parte ou da totalidade da sequéncia que codifica uma
polipéptido que ndo seja uma imunoglobulina.

Tipicamente esses polipéptidos diferentes da
imunoglobulina vdo substituir os dominios constantes de um
anticorpo ou os dominios varidveis de um local de ligacé&o ao
antigénio de um anticorpo para criar um anticorpo bivalente
gquimérico gque compreende um local de ligacdo ao antigénio com

especificidade para uma antigénio e um outro lugar de ligacao
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ao antigénio com especificidade para uma antigénio diferente.

Os anticorpos monoclonais podem ser isolados a partir de
bibliotecas de anticorpos apresentados em fagos criadas
usando-se as técnicas descritas em McCafferty et al., Nature,
348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628
(1991) e Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)
descrevem o isolamento de anticorpos humanos e murinos,
respetivamente, usando bibliotecas de fagos. Publicacgdes
subsequentes descrevem a producdo de anticorpos humanos de
afinidade elevada (na gama do nM) por mistura (shuffling) de
cadeias (Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)), bem
como por infecdo combinatédéria e recombinagdo in vivo como uma
estratégia para a construcdo de bibliotecas de fagos muito
vastas (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266
(1993)). Assim, estas técnicas sado alternativas viaveis as
técnicas de hibridoma tradicionais para o 1isolamento de
anticorpos monoclonais.

(d) Anticorpos humanos e humanizados

Um anticorpo humanizado tem um ou mais residuos de
aminodcidos que foram introduzidos a partir de uma fonte ndao
humana. Esses residuos de aminocdcidos ndo humanos séo
frequentemente designados por residuos "importados" (import),
gque sdo geralmente retirados de um dominio varidvel
"importado"™. A humanizacdo pode ser efetuada essencialmente
seguindo o método de Winter e colegas (Jones et al., Nature,
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327
(1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)),
substituindo-se com sequéncias da CDR ou das CDR de roedores
as sequéncias correspondentes de um anticorpo humano. Por
conseguinte, esses anticorpos "humanizados™ s&o anticorpos
quiméricos (Patente US 4 816 567) em que substancialmente menos
do que um dominio varidvel humano intacto foi substituido pela
sequéncia correspondente de uma espécie ndo humana. Na pratica,
0s anticorpos humanizados sao tipicamente anticorpos humanos

em que alguns residuos da CDR e possivelmente alguns residuos
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da regido FR foram substituidos por residuos de locais andlogos
de anticorpos de roedores.

A escolha dos dominios varidveis humanos, tanto leve e
pesado, a ser usados na producao de anticorpos humanizados é
muito importante para reduzir a antigenicidade. De acordo com
o método designado por "melhor ajustamento", a sequéncia do
dominio varidvel de um anticorpo de roedor é rastreada contra
toda a biblioteca das sequéncias conhecidas de dominios
varidveis humanos. A sequéncia humana mais prdxima a do roedor
é entdo aceite como a regido FR humana para o anticorpo
humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993)). Outro
método usa uma regido framework especifica derivada da
sequéncia de consenso de todos os anticorpos humanos de um
determinado subgrupo de cadeias leves ou pesadas. A mesma
regido framework pode ser usada para varios anticorpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immnol., 151:2623
(1993)) .

E ainda importante que os anticorpos sejam humanizados
mantendo a afinidade elevada para o antigénio e outras
propriedades Dbioldgicas favoraveis. Para atingir este
objetivo, de acordo com um método preferido, os anticorpos
humanizados s&o preparados por um processo de anadlise das
sequéncias parentais e vadrios produtos humanizados concetuais
usando modelos tri-dimensionais das sequéncias parentais e
humanizadas. Os modelos de imunoglobulina tri-dimensionais
estao normalmente disponiveis e sao conhecidos dos
especialistas na &area. Existem programas informaticos que
exemplificam e ©permitem a visualizacdo de estruturas
conformacionais tri-dimensionais de sequéncias candidatas de
imunoglobulinas selecionadas. A observacéo dessas
representacgdes visuais permite a andlise do papel provavel dos
residuos no funcionamento da sequéncia candidata de
imunoglobulina, i.e., a andlise dos residuos que influenciam

a capacidade da imunoglobulina candidata de ligar-se ao seu
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antigénio. Desta forma, os residuos da regido FR das sequéncias
recipientes e de importacao podem ser selecionados e combinados
de modo a se obter as caracteristicas desejadas para o
anticorpo, como uma maior afinidade para o(s) antigénio(s)
alvo. Em geral, os residuos da CDR estdo envolvidos e
influenciam de forma mais direta e substancial a ligacgao ao
antigénio.

Alternativamente, € atualmente possivel produzir animais
transgénicos (p. ex. ratinhos) capazes de produzir, apds
imunizac¢d&o, um reportdério completo de anticorpos humanos na
auséncia de producdo de imunoglobulina enddgena. Por exemplo,
foi descrito que a delecdo homozigdtica do gene da regido de
jungado (do inglés, joining) da cadeia pesada do anticorpo (Ju)
em ratinhos mutantes na linha germinal e quiméricos resulta na
inibicdo completa da producdo enddgena de anticorpos. A
transferéncia do conjunto (array) de genes da imunoglobulina
da linha germinal humana para esses ratinhos mutantes na linha
germinal vai resultar na producdo de anticorpos humanos apds
inoculacédo com antigénios. Veja-se, p. ex., Jakobovits et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al.,
Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in
Immuno., 7:33 (1993); e Duchosal et al. Nature 355:258 (1992).
Os anticorpos humanos também podem ser derivados a partir de
bibliotecas de apresentacdo em fagos (phage display)
(Hoogenboomet al., J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al.,
J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991); Vaughan et al. Nature
Biotech 14:309 (1996)).

(e) Fragmentos de Anticorpos

Foram desenvolvidas varias técnicas para a producdo de
fragmentos de anticorpos. Tradicionalmente, esses fragmentos
eram derivados por digestdo proteolitica de anticorpos
intactos (veja-se, e.g., Morimoto et al., Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992) e
Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Porém, estes

fragmentos podem atualmente ser produzidos por células
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hospedeiras recombinantes. Por exemplo, os fragmentos de
anticorpos podem ser isolados a partir das bibliotecas de
anticorpos apresentados em fagos referidas anteriormente.
Alternativamente, os fragmentos Fab’-SH podem ser diretamente
recuperados a partir de E. coli e ligados gquimicamente para
formar fragmentos F(ab’): (Carter et al., Bio/Technology
10:163-167 (1992)). De acordo com outra abordagem, fragmentos
F(ab’), pode ser isolados diretamente a partir de cultura de
células hospedeiras recombinantes. Outras técnicas para a
producado de fragmentos de anticorpos serdo evidentes para um
especialista na 4rea. Noutras formas de realizacdo, o anticorpo
de eleicdo é um fragmento de cadeia Unica Fv (scFv) . Veja—-se WO
93/16185.

(e) Anticorpos multi-especificos

Os anticorpos multi-especificos tém especificidades de
ligagdo pelo menos para dois antigénios diferentes. Embora
essas moléculas se liguem normalmente apenas a dois antigénios
(i.e. anticorpos bi-especificos, BsAbs), a utilizacdo desta
expressdo no presente documento abrange anticorpos com mais
especificidades como anticorpos tri-especificos.

Os métodos para produzir anticorpos bi-especificos séo
bem conhecidos na area. A producédo tradicional de anticorpos
bi-especificos completos baseia-se na co-expressido de dois
pares cadeia pesada-cadeia leve da imunoglobulina, em que as
duas cadeias possuem diferentes especificidades (Millstein et
al., Nature, 305:537-539 (1983)). Devido a segregacgao
aleatdria das cadeias leves e pesadas da imunoglobulina, estes
hibridomas (quadromas) produzem uma potencial mistura de 10
moléculas de anticorpos diferentes, das quais apenas uma tem
a estrutura bi-especifica correta. A purificacdo da molécula
correta, que é geralmente efetuada por etapas de cromatografia
de afinidade, ¢é bastante complicada e o0s rendimentos dos
produtos sao baixos. Procedimentos semelhantes sdo revelados
em WO 93/08829, e em Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659
(1991) .
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De acordo com outra abordagem descrita em W096/27011, a
interface entre um par de moléculas de anticorpos pode ser
modificada para maximizar a percentagem de heterodimeros que
sdo recuperados da cultura de células recombinantes. A
interface preferida compreende pelo menos uma parte do dominio
Cu3 de um dominio constante de anticorpo. Neste método, uma ou
mais cadeias laterais pequenas de aminodcidos da interface da
primeira molécula de anticorpo s&do substituidas por cadeias
laterais maiores (p. ex. tirosina ou triptofano). "Cavidades"
compensatdérias de dimensdo idéntica ou semelhante a cadeia
lateral ou cadeias laterais grandes sdo criadas na interface
da segunda molécula de anticorpo por meio da substituicdo de
cadeias laterais grandes de aminodcidos por cadeias mais
pequenas (p. ex. alanina ou treonina). Isto proporciona um
mecanismo para aumentar o rendimento do Theterodimero
relativamenta a outros produtos indesejados como homodimeros.

Os anticorpos bi-especificos incluem anticorpos
hetero-conjugados ou ligados por ligacgdo cruzada. Por exemplo,
um dos anticorpos no heteroconjugado pode estar acoplado a
avidina e outro a biotina. Esses anticorpos foram, por exemplo,
propostos para direcionar células do sistema imune contra
células indesejadas (Patente US 4 676 980), e para o tratamento
de infecgdo por VIH (WO 91/00360, WO 92/200373, e EP 03089). Os
anticorpos heteroconjugados podem ser produzidos por qualquer
método conveniente de reticulacdo. Agentes de reticulacéo
adequados sdo bem conhecidos na 4rea e sdo revelados na Patente
US 4 676 980, juntamente com varias técnicas de reticulacéao.

Também se encontram descritas na literatura técnicas para
produzir anticorpos bi-especificos a partir de fragmentos de
anticorpos. Por exemplo, € possivel preparar-se anticorpos
bi-especificos por ligacgdo quimica. Brennan et al., Science,
229: 81 (1985) descrevem um procedimento em que anticorpos
intactos sofrem clivagem proteolitica para gerar fragmentos
F(ab’).. Esses fragmentos sdo reduzidos na presenca de arsenito

de sdédio, agente de complexacgdo do ditiol, para estabilizar
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ditidéis préximos e impedir a formacdo de dissulfureto
intermolecular. Os fragmentos Fab’ produzidos sao, a seguir,
convertidos em derivados de tionitrobenzoato (INB). Um dos
derivados Fab’-TNB ¢é entdo reconvertido no Fab’-tiol por
reducdo com mercaptoetilamina e é misturado com uma quantidade
equimolar do outro derivado Fab’-TNB para formar o anticorpo
bi-especifico. Os anticorpos bi-especificos produzidos podem
ser usados como agentes para a imobilizacdo seletiva de
enzimas.

Progressos recentes vieram facilitar a recuperacédo direta
dos fragmentos Fab’-SH a partir de E. coli, que podem ser
acoplados quimicamente para formar anticorpos bi-especificos.
Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) descrevem a
producdo de uma molécula de anticorpo completamente humanizado
bi-especifico F(ab’):. Cada fragmento Fab’ foil secretado
separadamente por E. coli e submetido a acoplamento quimico in
vitro para formar o anticorpo bi-especifico. 0O anticorpo
bi-especifico assim formado foi capaz de se ligar a células que
sobre-expressam o recetor ErbB2 e células T humanas normais,
bem como de desencadear a atividade litica de linfécitos
citotdxicos humanos contra alvos de tumor da mama humano.

Foram descritas varias técnicas para produzir e isolar
fragmentos de anticorpos bi-especificos diretamente a partir
de cultura de células recombinantes. Por exemplo, foram
produzidos anticorpos bi-especificos usando-se zippers de
leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553
(1992) . Os péptidos de zippers de leucina das proteinas Fos e
Jus foram ligados as porgdes Fab' de dois anticorpos diferentes
por fusdo génica. Os homodimeros de anticorpo foram reduzidos
a regido charneira para formar mondémeros e a seguir re-oxidados
para formar os heterodimeros de anticorpo. Este método pode ser
utilizado para a producdo de homodimeros de anticorpos. A
tecnologia dos "diabodies" descrita por Hollinger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) proporciona um

mecanismo alternativo para a producdo de fragmentos de
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anticorpos bi-especificos. 0s fragmentos compreendem um
dominio varidvel da cadeia pesada (Vuy) ligado a um dominios
variadvel da cadeia leve (Vi) por um linker que ¢ demasiado
pequeno para permitir o emparelhamento entre os dois dominios
na mesma cadeia. Por conseguinte, os dominios Vg e Vi de um
fragmento sdo obrigado a emparelhar com os dominios Vi e Vg
complementares do outro fragmento, formando-se assim dois
locais de ligacdo ao antigénio. Também foi descrita outra
estratégia para produzir fragmentos de anticorpos
bi-especificos usando-se dimero de Fv de cadeia Gnica (sFv).
Veja-se Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994) .
Alternativamente, 0os anticorpos podem ser "anticorpos
lineares™ conforme descrito em Zapata et al. Protein Eng.
8(10) :1057-1062 (1995). Resumidamente, estes anticorpos
compreendem um par de segmentos Fd em tandem (Vui—Cyl-Vy—Csl) que
foram um par de regides de ligacdo ao antigénio. Os anticorpos
lineares podem ser bi-especificos ou mono-especificos.

Sdo contemplados anticorpos com mais do que duas
valéncias. Por exemplo, pode preparar-se anticorpos
tri-especificos. Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

3. Imunoadesinas

A producgdo mais simples e direta de imunocadesinas combina
o(s) dominio(s) de ligacdo da adesina (p. ex. o dominio
extracelular (ECD) de um recetor) com as regides charneira e
Fc de uma cadeia pesada de imunoglobulina. Normalmente, na
preparagdo das imunocadesinas da presente invencdo, o acido
nucleico que codifica o dominio de ligacédo da adesina é fundido
na regido C-terminal ao acido nucleico que codifica a regiéo
N-terminal de uma sequéncia do dominio constante da
imunoglobulina, sendo também possiveis, porém, fusdes na
regido N-terminal.

Tipicamente, nessas fusdes o polipéptido guimérico
codificado retém pelo menos funcionalmente ativos os dominios
charneira, Cy2 e Cu3 da regido constante de uma cadeia pesada

da imunoglobulina. Também s&o efetuadas fusdes na regido
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C-terminal da porgédo Fc de um dominio constante ou na regido
imediatamente N-terminal com a regido Cnl da cadeia pesada ou
da regido correspondente da cadeia leve. O local preciso em que
a fusdo ocorre nao é essencial; locais especificos s&o bem
conhecidos e podem ser selecionados para otimizar a atividade
bioldégica, secrecdo ou as caracteristicas de 1ligacdo da
imunoadesina.

Numa forma de realizacdo preferida, a sequéncia de adesina
¢ fundida ao N-terminal do dominio Fc da imunoglobulina Gi
(IgGy). Pode fundir-se toda a regido constante da cadeia pesada
a sequéncia da adesina. Porém, mais preferencialmente, usa-se
na fusdo uma sequéncia que come¢a na regido charneira
precisamente a montante do local de clivagem da papaina que
define quimicamente a regido Fc da IgG (i.e. residuo 216,
considerando o residuo 114 como o primeiro residuo da regiédo
constante da cadeia pesada), ou locais andlogos de outras
imunoglobulinas. Numa forma de realizagdao preferida, a
sequéncia de aminodcidos da adesina estd fundida a regiéo
charneira e Cy2 e Cy3 ou (b) aos dominios Cuyl, regido charneira,
Cu2 e Cu3, de uma cadeia pesada de IgG.

Para imunoadesinas bi-especificas, as imunoadesinas séo

montadas como multimeros e, particularmente, como
heterodimeros ou heterotetrémeros. Geralmente, estas
imunoglobulinas montadas terdo estruturas unitarias

conhecidas. Uma unidade estrutural bédsica de quatro cadeias é
a forma em que ocorrem IgG, IgD e IgE. Uma unidade de quatro
cadeias é repetida nas imunoglobulinas de maior peso molecular;
a IgM geralmente ocorre como um pentdmero de quatro unidades
bdsicas gque se mantém unidas por ligacgdes dissulfureto. A
globulina IgA e, ocasionalmente, a globulina IgG podem também
existir sob a forma multimérica no soro. No caso de um
multimero, as quatro unidades podem ser iguais ou diferentes
entre si.

Varios exemplos de imunoadesinas montadas no ambito do

presente documento sdo apresentados a seguir de forma
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esqueméatica:
(a) AC.—AC:;
(b) ACy— (ACu, AC1—ACH, ACL—VyCh, ou ViCp—ACH);
(c) ACL—ACs— (AC—ACy, AC1—VuCh, ViCy—ACs, ou ViCr—VuCn)
(d) ACL—-VgCe— (ACg, or ACr—VuCa, ou ViCpy—ACx);
(e) V.Cp.—ACy— (AC.—VuCh, ou ViCr—ACy); e
(£) (A=Y)n=(ViCr= ViCn) 2,

em que A representa sequéncias de aminodcidos da adesina
idénticas ou diferentes;

Vy, € um dominio varidvel da cadeia leve da imunoglobulina;

Ve é um dominio variavel da cadeia pesada da
imunoglobulina;

Cr ¢ um dominio constante da cadeia leve da
imunoglobulina;

Cy € um dominio constante da cadeia pesada da
imunoglobulina;

n é um numero inteiro superior a 1;

Y designa o residuo de uma agente de reticulacéo
covalente.

Por questodes de concisao, as estruturas acima
apresentadas contém apenas as caracteristicas essenciais; nao
indicam os dominios de Jjuncgdo (J) ou outros dominios das
imunoglobulinas, nem sao indicadas as ligacdes de
dissulfureto. Porém, nos casos em que esses dominios sejam
necessarios para a atividade de ligacédo, serédo construidos de
modo a estar presentes nos locais que normalmente ocupam nas
moléculas de imunoglobulina.

Alternativamente, as sequéncias de adesina podem ser
inseridas entre as sequéncias da cadeia pesada e da cadeia leve
da imunoglobulina, de forma a que se obtenha uma imunoglobulina
que contém uma cadeia pesada quimérica. Nesta forma de
realizacédo, as sequéncias de adesina sdo fundidas a extremidade
3' de uma cadeia pesada de imunoglobulina em cada brac¢o de uma
imunoglobulina, gquer entre o dominio charneira e o dominio Cu2

ou entre os dominios Cu2 e Cuy3. Construgdes semelhantes foram
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descritas por Hoogenboom, et al., Mol. Immunol. 28:1027-1037
(1991) .

Embora a presenca de uma cadeia leve de imunoglobulina nao
seja necessdria nas imunocadesinas da presente invencdo, uma
cadeia leve de imunoglobulina pode estar presente quer por
ligacédo covalente com um polipéptido de fusédo de cadeia pesada
da imunoglobulina-adesina ou fundida diretamente a adesina. No
caso anterior, um ADN que codifica uma cadeia leve de
imunoglobulina é tipicamente co-expresso com o ADN que codifica
a proteina de fusido cadeia pesada da imunoglobulina-adesina.
Apds a secrecdo, a cadeia pesada hibrida e a cadeia leve serédo
ligadas covalentemente para proporcionar uma estrutura
semelhante a imunoglobulina contendo pares cadeia leve-cadeia
pesada de imunoglobulina ligados por ligacgé&o dissulfureto. Os
métodos adequados para a preparacdo dessas estruturas sédo, por
exemplo, revelados na Patente US 4 816 567, emitida a 28 de
margo, 1989.

As imuncadesinas sdo construidas mais convenientemente
fundindo-se a sequéncia de cADN que codifica a porcédo de adesina
in frame com uma sequéncia de cADN da imunoglobulina. Porém,
também se pode recorrer a fusdo de fragmentos gendmicos de
imunoglobulina (veja-se, e.g. Aruffoet al., Cell 61:1303-1313
(1990); e Stamenkovic et al., Cell 66:1133-1144 (1991)). Este
tltimo tipo de fusdo requere a presenca de sequéncias
reguladoras de Ig para a expressao. O0s cADN que codificam as
regides constantes da cadeia pesada da IgG podem ser isolados
com base nas sequéncias publicadas a partir de bibliotecas de
cADN derivadas de linfdécitos do sangue periférico ou do baco,
por técnicas de hibridacgédo ou por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Os cADN qgue codificam a "adesina™ e as partes de
imunoglobulina da imunocadesina sao inseridos em tandem num
vetor plasmidico que dirige a expressdo eficiente nas células
hospedeiras escolhidas.

4. Outras proteinas que contém a regido Cpu2/Cy3

Noutras formas de realizacdo, a proteina a ser purificada
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¢ uma proteina que é fundida ou conjugada com uma regido Cu2/Cn3.
Essas proteinas de fusdo podem ser produzidas para aumentar a
semi-vida sérica da ©proteina. Exemplos de ©proteinas
biologicamente importantes gque podem ser conjugadas desta
forma incluem renina; uma hormona de crescimento humana;
hormona de crescimento bovina; fator de libertacdo da hormona
de crescimento; hormona paratiroidea; hormona estimuladora da
tirdéide; lipoproteinas; alfa-l-antitripsina; cadeia A da
insulina; cadeia B da insulina; proinsulina; hormona
estimuladora do foliculo; calcitonina; hormona luteinizante;
glucagon; fatores de coagulacdo como fator VIIIC, fator IX,
fator tecidual; fator de von Willebrands; fatores
anti-coagulacdo como Proteina C; fator natriurético atrial;
surfatante pulmonar: um ativador do plasminogénio do tipo
urocinase ou urina humana ou ativador do plasminogénio do tipo
tecidual (t—-PA); bombesina; trombina, fator de crescimento
hematopoiético; fator de necrose tumoral alfa e beta;
encefalinase, RANTES (regulada sob ativacdo, normalmente
expresso e secretado por células T); proteina inflamatdria dos
macréfagos humana (MIP-l1-alfa); uma albumina sérica como
albumina sérica humana; substancia inibidora Muelleriana;
cadeia A da relaxina; cadeia B da relaxina; prorelaxina;
péptido associado a gonadotropina de ratinho; uma proteina
microbiana, como uma beta-lactamase; ADNase; IgE; antigénio
associado aos linfdécitos T citotdxicos (CTLA), como CTLA-4;
inibina; ativina; factor de crescimento endoteliar vascular
(VEGFE'); recetores de hormonas ou fatores de crescimento;
Proteina A ou D; fatores reumatdides; um fator neurotrdfico
como fator neurotréfico derivado do 0SSO0 (BDNF') ;
neurotrofina-3, -4, -5, ou -6 (NT-3, NT-4, NT-5, ou NT-6), ou
um fator de crescimento nervoso como NGF-B; fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF); fator de crescimento
de fibroblastos como aFGE e DbFGEF; fator de crescimento
epidérmico (EGF); fator de crescimento transformante (TGF)
como TGF-alfa e TGF-beta, incluindo TGF-B1l, TGF-B2, TGF-B3,
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TGF—P4, ou TGF-B5; fator de crescimento semelhante a insulina
I e IT (IGF-I e IGF-II); des(1-3)-IGF-I (IGF-I no cérebro),
proteinas de ligacgé&o ao fator de crescimento semelhante a
insulina; proteinas CD como CD3, CD4, CD8, CD19 CD20, CD34, e
CD40; eritropoietina; fatores osteoindutivos; imunotoxinas;
uma proteina morfogenética do osso (BMP); um interferdo como
interferédo-alfa, -beta, e -gama; fatores estimuladores de
colénias (CSF), e.g., M-CSF, GM-CSF, e G-CSF; interleucinas
(IL), p. ex., de IL-1 a IL-10; superdxido dismutase; recetores
de células T; proteinas de superficie da membrana; fator de
aceleracdo de decaimento; antigénio viral como, por exemplo,
uma porgdo do invdélucro do virus da SIDA; proteinas de
transporte; recetores de enderecamento (homing); adressinas;
proteinas reguladoras; integrinas como CDlla, CDl1llb, CDllc,
CD18, uma ICAM, VLA-4 e VCAM; um antigénio associado a tumor
como o0 recetor HER2, HER3 ou HER4; e fragmentos de qualguer um
dos polipéptidos acima mencionados.

Os seguintes exemplos sao apresentados a titulo
exemplificativo e ndo constituem de nenhuma forma uma limitacéo
a presente invencgdao.

Exemplos

Os exemplos sé&o apresentados para proporcionar aos
especialistas na a&rea uma revelacdo e descricdo completa de
como produzir e usar os compostos, composicdes e métodos da
invencdo e néo se destinam a limitar o ambito do que os
inventores consideram como a sua invencao. Embora se tenha
tentado garantir a precisdo em relacao aos valores usados (p.
ex., quantidades, temperatura, etc.), dever-se-a ter em
consideracdo que poderd existir algum erro e desvio
experimental.

Para facilidade de leitura, apresenta-se a seguir uma
lista das abreviatura frequentemente usadas mos exemplos:

Cr Concentracdo no filtrado (g/l1)

Cpr Concentracdo da alimentacdo (bulk) (g/l)

CHO Ovéario de hamster chinés
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CHOP Proteina(s) de células de ovario de hamster chinés

CV Volumes da coluna

DF Diafiltracéo

HCCF Liquido colhido da cultura de células

HCI Cromatografia de interacdo hidrofdébica induzida por
carga

HCP Proteina(s) da célula hospedeira

HIC Cromatografia de interacdo hidrofdbica

HPLC Cromatografia liquida de desempenho elevado

HPTFF Filtracdo de fluxo tangencial de desempenho elevado

J Fluxo do filtrado (1lm?h™!)

Lp Permeabilidade da membrana

N Numero de diavolumes

Pucp Fator de purificagdo com base na remogao de HCP

Pcuor Fator de purificacdo com base na remogdo de CHOP

pI Ponto isoelétrico

rhuMAb Anticorpo monoclonal humanizado recombinante

Si Crivagem (sieving) do soluto "i"

Y Rendimento

Y Seletividade

EXEMPLO 1

Duas etapas de purificacdo por ndao afinidade

No presente exemplo, a purificacao de HCCF contendo rhuMADb
anti-CDlla foi efetuada por processos que consistem em duas
etapas de purificado de ndo afinidade ou trés etapas de
purificacédo por nédo afinidade usando diferentes combinagdes de
matrizes de purificacdo por nao afinidade.

O desempenho da purificacado por resinas de troca catidnica
(por exemplo, usando-se uma coluna S), de troca anidnica (por
exemplo, usando-se uma coluna Q), de troca idnica multimodal
(por exemplo, usando-se 2ABx), de hidroxiapatite (HA),
interacdo hidrofdébica (HIC) e interacgdo hidrofdbica induzida
por carga (HCI) foli examinado em cada etapa do processo de
purificacdo cromatografica para a proteina rhuMAb anti-CDl1la.

A remogdo total da impureza proteica da célula hospedeira
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(CHOP) e o rendimento da proteina sdo descritos em detalhe no
Exemplo 2 e comparados com o0s processos tradicionais que
consistem em duas ou trés etapas e que incorporam cromatografia
comProteina A (i.e. para processos de duas etapas, ProA seguida
de troca anidénica (por exemplo, ProA-Q), e para processos de
trés etapas, ProA seguida de troca catidénica e, depois, troca
anidénica, por exemplo, ProA-S-Q).

Resina SP-SEPHAROSE FAST FLOW™ (S, resina de troca
catidénica, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), resina
Q—-Sepharose Fast Flow™ (Q, resina de troca anidénica, Amersham
Biosciences, supra), resina Bakerbond ABx™ (ABx, resina de
troca idénica multimodal, J.T. Baker, Inc., Phillipsburg, NJ),
resina FENIL-SEPHAROSE FAST FLOW™ (HIC, resina de interacédo
hidrofdébica, Amersham Biosciences, supra), resina de
Hidroxiapatite Ceramica Macroprep (HA, resina de
hidroxiapatite, BioRad Laboratories, Hercules, CA), e resina
MEP HYPERCEL™ (HCI, resina de interacdo hidrofdbica induzida
por carga, INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES™, LifeTechnologies,
Inc., Rockville, MD) foram empacotadas, cada uma, em colunas
de vidro Omni de 0,66 cmd.e. x 20 cm. As condigcdes operacionais
da cromatografia sao apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1. Condigdes operacionais da cromatografia

Resina Tipo de Resina Modo ?? Tampdes Condicionamen
operacgéo to da Carga
SP Sepharose Troca Ligacgéao MES 20 | <5 mS/cm pH
Fast Flow™ |catidnica (S) nao mM, NaCl 5,5
(Amersham especifica | 50 mM,
Biosciences, e eluicao PH 5,5
Piscataway, 10 Cv
NJ) gradien
te até
NaCl 500
mM
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Resina Tipo de Resina Modo ?? Tampdes Condicionamen
operagéo to da Carga
Bakerbond Troca idénica Ligacgao O mesmo |0 mesmo que S
ABx™ (J.T. multimodal nao que S
Baker, (ABx) especifica
Phillipsburg e eluicéao
, NJ)
Q Sepharose |[Troca anidnica|Flow—-throu |[Tris 25|(<7 mS/cm pH 8
Fast Flow™ (Q) gh mM, NaCl
(Amersham (recolha 50 mM,
Biosciences, da fracao PpH 8
NJ) nao
ligada)
Phenyl Interacao Ligacgéao MES 50 [Na;S0O4 0,8 M pH
Sepharose |hidrofdbica (H nao mM, 6
Fast Flow™, IC) especifica | NazS04
low sub (com e eluicao 0,8 M,
concentracgao PpH 6 15
baixa de Cv
ligando) gradien
(Amersham te até
Biosciences, 50 MES
NJ) 50 mM,
PH 6
Hidroxiapati|Hidroxiapatit| Ligacdo fosfato| <3 mS/cm pH
te ceramica e nao de sdédio 6,8
Macro-Prep, (HA) especifica | 10 mM,
Type II e eluicéo PH 6,8
(BioRad, 10 Cv
Hercules, gradien
CA) te até
fosfato
400 mM,
PH 6,8
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Resina Tipo de Resina Modo ?? Tampdes Condicionamen
operagéao to da Carga
MEP Interacao Ligagéao 25 mM pH > 7
HYPERCEL™ hidrofdébica nao Tris, 50
(Life induzida por |especifica [mM NaCl,
Technologies| carga (HCI) e eluicao 5 mM
, Rockville, EDTA, pH
MD) 7.1,
Eluicao
por
passos
com
acetato
50 mM,
PpH 4

Todas as colunas foram carregadas com 10 mg de anticorpo
por ml de resina a um fluxo de 100 cm/g (5 volumes de coluna
por hora).

Entre utilizagbes, as resinas S; HIC e HCI foram
desinfetadas com > 3 volumes de coluna de NaOH 0, 5N. As colunas
contendo resinas ABx, Q e HA foram empacotadas com resina fresca
antes de cada utilizacéo.

As células CHO que expressam rhuMAb anti-CDlla foram
cultivadas e foil recolhida uma formulacdo colhida da cultura
de células contendo o anticorpo. A mistura bruta da cultura de
células continha aproximadamente 222 000 ppm de CHOP
(equivalente a 220 000 ng de CHOP/mg de rhuMAb anti-CD1lla). Uma
aliguota da mistura bruta foi aplicada a cada uma das resinas
para efetuar a Etapa 1 do Quadro 2. Um aliquota do eluido da
Etapa 1 foi, a seguir, aplicada a cada uma das diferentes
resinas na Etapa 2 do Quadro 2, e o anticorpo e as impurezas
foram submetidos a uma separacdo adicional. O Quadro 1
apresenta em sintese as condi¢des em relacdo ao tampédo para cada

etapa. A mistura bruta e cada pool do eluido da primeira etapa
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foram ajustados para o pH e a forca idnica das condigdes de
tampdo da resina a que se aplicou a mistura bruta ou o pool do
eluido para realizacdo do passo subsequente de purificacgdo. O
Quadro 2 apresenta um resumo dos resultados de purificacdo em
termos das concentracgdes de CHOP medidas apds cada uma das duas
etapas de purificacdo por ndo afinidade.

Quadro 2. Remogdo de CHOP apés duas etapas de purificacgédo
por ndo afinidade

Resina CHOP (ppm; CHOP (ppm;
usada na ng/mg Diferentes resinas ng/mg
Etapa 1 anticorpo) usadas na Etapa 2: anticorpo)
Processos de teste:
Q 14,000
HIC 3,000
Q 23,000 ABx 1,000
S 900
HCI 11,000
Q 9,90
HIC 2,400
HIC 26,000 ABx 400
S 900
Q 3,10
HIC 2,400
Abx 6,600 ABx 1,700
S 1,00
HCI 2,800
Q 80
HIC 600
S 14,000 ABx 140
S 2,10
Processos de controlo:
ProA 300 S 30

Das etapas de nédo afinidade examinadas, a coluna ABxXx
removeu a maioria das impurezas CHOP do HCCP, resultando numa
concentracdo de CHOP de 6600 ppm. A pureza dos pools resultantes
das duas etapas de purificacdo por nado afinidade estava
compreendida entre 80 ppm e 14 000 ppm de CHOP. A purificacédo
em gque a primeira etapa foil a purificacdo S e a segunda etapa,

a purificacdo Q, resultou numa concentracdo baixa de CHOP, 80
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pem. Porém, quando se inverteram as etapas, com a purificacéo
Q como a primeira etapa e a purificacgdo S como a segunda etapa,
o0 rendimento da purificag¢ao foi uma concentracgado de CHOP de 900
ppm. A ordem das etapas dos processos de ndo afinidade afetou
os resultados ao nivel da pureza.

Avaliou-se a purificacdo adicional usando trés etapas de
purificacdo por nadc afinidade e comparou-se com um processo de
purificacdo de trés etapas envolvendo uma etapa de afinidade
ProA-S-Q, conforme se

com cromatografia de Proteina A, i.e.

apresenta nos Quadros 3 e 4. Em relagdo aos estudos acima
descritos referentes a uma processo de purificacgdo em 2 etapas,
as aliquotas de uma mistura bruta de cultura de células contendo
220 000 ppm de CHOP foram ajustadas para o pH e forca idnica
de acordo com o Quadro 1 em funcdo da resina em gue foram
aplicadas na Etapa 1 do Quadro 3, e procedeu-se do mesmo modo
para as Etapas 2 e 3 do Quadro 3. Os resultados da remocéao de
CHOP usando processos que envolvem trés etapas de purificacao
por ndo afinidade sdo apresentados no Quadro 3. Os rendimentos
de rhuMAb anti-CDlla de alguns dos processos de purificagdo por
ndo afinidade em trés etapas sido apresentados no Quadro 4.
Quadro 3. Remocgdo de CHOP apds trés etapas de purificacgéo

por ndo afinidade

Diferentes
Resina [CHOP], Resina [CHOP], . [CHOP],
, . Resinas .
usada na/ppm, apds|usada na|ppm, apos ppm, apoés
usadas na
Etapa 1| Etapa 1 |Etapa 2 | Etapa 2 Etapa 3
Etapa 3
Processos de Teste:
ABx 13
S 14
HIC 26,000 ABx 400
HIC 20
Q 22
ABx <2
S 10
S 14,000 Q 80
HIC <2
Q 30
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ABXx 28
S 50
S 14,000 ABx 140
HIC 6
0 <2
Processo de Controlo:
ProA 730 S 160 Q <2

Quadro 4. Rendimentos de rhuMAb anti-CDlla apds trés

etapas de purificagdo por ndo afinidade

Etapas dos .
Rendimento
Etapa 1: Processos Etapa 3
global
Etapa 2
Processos de teste:

S Q ABx 76%
96% 100% 79%

S Q HIC 85%
96% 100% 89%

S ABx Q 88%
96% 92% 100%

Processos de controlo:

ProA S Q 85%
97% 89% 98%

A combinacdo de duas ou mais etapas de purificacédo por néo
afinidade resultou num nivel de pureza, conforme determinado
pela eliminacédo das impurezas de CHOP, de cerca, por exemplo,
14 000 ppm de CHOP apds a primeira etapa de ndo afinidade, cerca
de 80 ppm de CHOP apds a segunda etapa de ndo afinidade e cerca
de 2ppm de CHOP apds a terceira etapa do processo (S-Q-ABx ou
HIC) (veja-se Quadro 2), e purezas do produto do anticorpo
anti-CDlla conforme se apresenta no Quadro 4.

Exemplo 2

Combinacdo de Cromatografia de Nao Afinidade e

Purificagdo por HPTFF

O presente exemplo envolve a purificacdo de anticorpo
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monoclonal humano recombinante, rhuMAb anti-HERZ2, com um peso
molecular de 160 kD e um pI de cerca de 9,0, de células de ovario
de hamster chinés (CHO). O rhuMAb anti-HER2 foi obtido a partir
de um processo de cultura de células CHO a escala industrial
na Genentech (South San Francisco, CA, EUA). Apds a cultura de
células CHO, a molécula de rhuMAb anti-HER2 foi parcialmente
clarificada por centrifugacédo e filtracdo normal de células
para remover as células e residuos celulares. O pool resultante
consistia em 0,52 mg/ml de produto de rhuMAb anti-HER2 e 0,78
mg/ml de CHOP.

Para purificagdo do rhuMAb anti-HER2, liquido colhido da
cultura de células (HCCF) condicionado compreendendo um
produto que consiste no rhuMAb anti-HER2 e proteinas da célula
hospedeira de ovario de hamster chinés (CHOP) de células CHO
que expressam o rhuMAb anti-HERZ foi carregado numa coluna
inicial de cromatografia de troca catidnica (S) (resina
SP-SEPHAROSE FAST FLOW™, Amersham Biosciences) para remover as
proteinas da célula hospedeira ou proteinas CHO (CHOP),
variantes, e agregados. As eluigbes da coluna S foram
combinadas num pool (pool S) e submetidas a uma segunda
cromatografia em coluna de troca anidnica (Q) (resina
Q-SEPHAROSE FAST FLOW™, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)
para remover as CHOP e agregados da proteina alvo. A fragdo ndo
ligada (flow-through) da coluna Q (pool Q) foi subdividida e
cada pool foi submetida ainda a uma terceiro processo que
consistiu numa HPTFF para remogao adicional das CHOP, variantes
e moléculas pequenas. Dois dos pools Q foram submetidos a
Experiéncia 1 de HPTFF e Experiéncia 2 HPTFF conforme abaixo
descrito em pormenor.

A. Cromatografia de nao afinidade

As colunas de cromatografia foram carregadas com
aproximadamente 10 gramas de rhuMAb/litro de resina para um
total de cerca de 40 gramas de rhuMAb a um fluxo de 100 cm/h
(5 volumes de coluna (CVs) por hora).

1. Métodos
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Para preparagdo das colunas de cromatografia de néao

afinidade,

SP-Sepharose para ligacao e eluicao e Q-Sepharose

para recolha da fragé&o ndo ligada (flow—-through) foram cada uma

empacotada em colunas em escala preparativa.

As condicgbes

operacionais de cada coluna de cromatografia sdo apresentadas

no Quadro 5.

Quadro 5. Condicdes Operacionais da Cromatografia de Néo

Afinidade
. Tipo de Modo de . Condicionamento
Resina . . Tampoes
Resina operagao da Carga
SP Sepharose Troca Ligacdo nédo MES 25 mM, |[<6 mS/cm pH 5,5
Fast Flow™ |catidnicalespecifica el NaCl 20
(Amersham (S) eluicao mM, pH 5,5
Biosciences, 10 Cv
Piscataway, gradiente
NJ) até NaCl
500 mM
Q Sepharose Flow—through .
Tris 25
Fast Flow™ Troca (recolha da
o _ _ mM, NaCl
(Amersham aniénica| fracdo néao <8 mS/cm pH 8
. . , 50 mM, pH
Biosciences, (Q) ligada) g
NJ)

O HCCH foi condicionado por diluicdo do HCCF com agua de

modo a se obter uma condutividade inferior a 6 mS/cm e ajuste
do pH do HCCF com HC1 para se obter um pH de 5,5 e foi filtrado

através de um filtro de 0,22 um.

Submeteu-se um volume de 66

litros de HCCF condicionado a cromatografia de ndo afinidade.

A coluna de SP-Sepharose foi equilibrada com 5 volumes de

coluna (CV) do tampao de coluna (Quadro 5) .

Os 66 litros do HCCF

condicionado (<10 g/1) foram numa coluna

equilibrada de SP-Sepharose. Apds carregar o HCCF condicionado

carregados

na coluna de SP-Sepharose, a coluna foi lavada com 5 CV do tampéao
de coluna. As eluigbes foram efetuadas com tampdo de eluicgéao

(MES 25, NaCl 500 mM, pH 5,5) com o eluente recolhido a uma
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absorvéncia de 0,1-0,2 UA a 280 nm. A resina de cromatografia
foi regenerada numa solucdo de NaOH 0,5 M e armazenada a seguir
em NaOH 0,1 M.

As recolhas da coluna de SP-Sepharose foram agrupadas
(pool SP) e condicionadas por diluicdo com &gua do pool S até
se obter uma condutividade de aproximadamente 7,5 a 8 mS/cm e
ajuste do pH com NaOH para um valor de 8. O pool S condicionado
foi entdo filtrado através de um filtro de 0,22 um. O pool SP
filtrado (cerca de 9 litros) foi carregado numa coluna de
Q-Sepharose que foi equilibrada com 5 CV do tampé&o de coluna
(ver Quadro 5). A fracdo nao ligada (flow—-through) foi
recolhida a uma absorvadncia de 0,2-0,2 UA a 280 nm e o
flow-through foi agrupado (pool Q). Recolheu-se umvolume total
de 20,6 litros do pool Q.

A resina Q-Sepharose de cromatografia foi regenerada numa
solucdo de NaOH 0,5 M e armazenada a seguir em NaOH 0,1 M. Os
20,6 litros recuperados da coluna Q foram divididos em 3 pools
idénticos, cada um com um volume de 6,9 litros e uma
concentracdo de cerca de 1,4 g/L de rhuMAb anti-HER2, antes da
purificacdo por HPTFF.

2. Analise

A quantidade de rhuMAb anti-HERZ2 em cada pool a seguir a
uma etapa de purificacédo do processo, i.e. no HCCF e nos pools
do processo de purificacdo, foi determinada por andlise por
HPLC com base em imunocafinidade com Proteina A. A coluna de HPLC
foi Poros Proteina A, 4,6 mm d.i. x 100 mm de altura do leito
(PerSeptive Biosystems). As amostras e o0s padrdes foram
aplicados a coluna num tampdo de carregamento, o analito rhuMAb
ligado a coluna e, a seguir, eluido sob condicg¢des acidicas. A
Adrea do pico do material eluido foi comparada com a drea do pico
de uma curva padrdo para calcular a quantidade de rhuMAb. O
intervalo do ensaio foi tipicamente de 0,05 mg/mL a 1,0 mg/mL.

Apdbds se ter completado a cromatografia S e Q, amostras dos
pools foram submetidas a andlise por SDS-PAGE (FIGURA 2, pistas

4 e 5, respetivamente). As amostras foram analisadas por
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eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de
sédio (SDS-PAGE), que separou as proteinas de acordo com o
tamanho (raio hidrodindmico relativo) . As amostras e os padrdes
de peso molecular (entre 10 e 200 kDa) foram preparados sob
condigdes ndo redutoras e carregados num gel a uma quantidade
de aproximadamente 2,5 Ug/pista. Usou-se no presente exemplo
uma gradiente de gel de acrilamida de 10% a 20%, tamanho 8 cm
X 8 cm (Zaxis International, Inc., Hudson, OH) e efetuou-se a
eletroforese a uma voltagem constante de 170 mV. Apds a
eletroforese, as proteinas foram coradas de modo a serem
visualizadas. O gel de eletroforese foi entdo tratado com um
corante de prata de acordo com o método descrito por Morrisey
(Morrisey, J., Analytical Biochemistry, 1981, 117: 307-310).
Os resultados sao apresentados na Figura 2.

Para determinar a quantidade de rhuMAb anti-HERZ presente
em cada pool sob a forma de mondmero intacto, as misturas foram
submetidas a cromatografia de exclusdo molecular (SEC) de
acordo com o seguinte procedimento. Resumidamente, uma coluna
Superdex 200 HR 10/30 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)
foi equilibrada em tampao fosfato salino. Aplicou-se na coluna
proximadamente 100 Mg de rhuMAb por amostra. A amostra foi
eluida da coluna com base no tamanho molecular das moléculas
de proteinas presentes na amostra (intervalo détimo de
separacédo: 10 a 600 kDa) . A absorvancia do eluido da coluna foi
medida a 280 nm e os picos de eluicdo da proteina foram
integrados para determinar a percentagem da &rea do rhuMADb
monomérico. As percentagens de mondmero intacto de rhuMAb
anti-HER2 no HCCF, no pool S, no pool Q, e no pool da HPTFF sao
apresentadas no Quadro 8.

A concentracgdo de CHOP foil determinada por um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) usando anticorpos de cabra
anti- (proteina da células hospedeira) para quantificar as
CHOP. Anticorpos de cabra completos anti-CHOP purificados por
afinidade foram imobilizados em po¢os numa placa de

microtitulacdo. As diluig¢des das amostras dos pools, que
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continham CHOP, foram incubadas em poc¢os, seguido de incubacéo
com peroxidase conjugada com anti-CHOP completo. A peroxidase
de rébano foi entdo quantificada com o-fenilenodiamina,
lendo-se a absorvancia a 492 nm. Com base no principio do ELISA
em sanduiche, a concentracdo da peroxidase corresponde a
concentracao das CHOP. O intervalo do ensaio ELISA foi
tipicamente de 5 ng/mL a 320 ng/mL. Dependendo da concentracgéo
das amostras, testou-se 2 a 4 diluigbes por amostra e
calcularam-se as médias dos resultados corrigidos em funcédo da
diluicéo.

B. HPTFF

A filtracédo de fluxo tangencial de desempenho elevado
(HPTFF) € um processo de filtracdo bi-dimensional, com base na
carga e no tamanho, que envolve a separac¢cdo de solutos com uma
diferenga de tamanho inferior a 10 vezes. Como se mencionou
anteriormente, o pool Q foi dividido em 3 pools equivalentes,
cada um com um volume de 6,9 litros e uma concentracado de cerca
de 1,4 g/L de rhuMAb anti-HER2, antes da purificacdo adicional
por HPTFF. Dois dos pools Q foram submetidos a Experiéncia 1
de HPTFF, <cada um sob condig¢des diferentes. 2Apds a
determinacdo, a partir dos estudos da Experiéncia 1 de HPTFF,
das condigbes oétimas para a HPTFF, pools combinados da
Experiéncia 1 e 2 de HPTFF foram submetidos a HPTFF adicional,
conforme descrito abaixo em pormenor.

1. Membrana

As membranas de filtracgdo usadas na HPTFF nestes Exemplos
sao membranas compdsitas de celulose regenerada
(CRC)-Millipore ULTRACEL™ (Millipore) com um limite de
exclusdo molecular nominal de 300 kD (PLCMK) . Membranas CRC300
mini-PELLICON2® (Millipore) foram modificadas em termos de
carga como descrito no presente documento, resultando na
membrana de celulose com carga CRC300+ usada nos estudos de
HPTFF deste Exemplo. Resumidamente, uma cassete de 300 kD
PELLICON-2® (Area da membrana de 0,1 m?) foil usada para a

experiéncia de redugdo de escala (scale-down) (minimo de 1L de

70



EP1501369B1

solucgdo) . A membrana foil lavada de acordo com um protocolo de
preparacado do cartucho antes da primeira utilizacdo para
remover qualquer solucgéo residual de armazenamento e
transporte e para equilibrar a membrana para a condicdo de
tampdo apropriada. A membrana fol quimicamente modificada in
situ usando brometo de bromo-propil-trimetil-aménio
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) sob condigbes alcalinas
(PCT/US00/19964, em que a totalidade do seu conteudo é
incorporada por referéncia no presente documento) .
Especificamente, a membrana foi carregada sem fluxo de filtrado
em modo co-corrente, a um fluxo constante de filtrado de 100
Im2h-1, com a pressédo do retentado fixada a 10 psig, com reciclo
total e o filtrado em modo aberto com 1L do ligando dissolvido
em NaOH 0,1N e filtrado a 0,2 um. A Lp antes do carregamento
era cerca de 53 1m?h !/psi em NaOH 0, IN e a Lp apds o carregamento
era cerca de 37 1lm~?h1/psi em NaOH 0, IN. Apds o carregamento,
a membrana de carga positiva resultante foi lavada com
hidréxido de sédio 0,1 N, desinfetada com 300 ppm de solucgdo
MINNCARE™ e armazenada em hidréxido de sdédio 1 N. Antes de cada
experiéncia de HPTFF, a membrana foi lavada com o primeiro
tampdo de diafiltracdo da experiéncia para remover a solugdo
de armazenamento e testou-se a integridade. A permeabilidade
da membrana foi medida usando o sistema de HPTFF com fluxo de
filtrado em modo de co-corrente a um minimo de trés fluxos de
filtrado.

2. Sistema de filtracgdo HPTFF

As experiéncias de HPTFF foram realizadas usando um
sistema de filtracdo de fluxo tangencial completamente
automatizado com a configuracdo bédsica apresentada na Figura
1. O sistema de HPTFF incluia um tanque de reciclo de acgo
inoxidavel com um volume de 40 litros, medidores de fluxo da
alimentacdo e do filtrado (Admag Modelo 102 e 105, Johnson
Yokogawa Corp., Newman, GA) e transdutores de pressao (Modelo
MSP220-A2, 0-100 psig = 0-7 bar, Anderson Instruments,

Fultonville, NY). As bombas do fluxo de alimentacdo e do
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filtrado em modo co-corrente eram Dbombas volumétricas
(Universal 6, Waukesha-Cherry Burrell, Delavan, WI) enquanto
que as bombas de diafiltracdo e de filtrado eram bombas
peristédlticas (Modelo L-7518-62, Cole Parmer, Niles, IL). O
tanque de reciclo incluia uma sonda de temperatura (Modelo RIX,
-29°C a 82°C, Moore Industries, Sepulveda, CA). Todas as
tubagens foram feitas em ac¢o inoxidavel 316L. A véalvula de
controlo da pressao do retentado era acionada por um diafragma
de ago (Model % Mikroseal valvula de controlo sem empanque, H.D.
Baumann, Portsmouth, NH), enquanto que todas as outras vadlvulas
eram acionadas pneumaticamente com diafragmas de mondmero de
etileno propileno dieno( Biotek Modelo 8836-18-BH, ITT
Sherotec, Simi Valley, CA). O nivel continuo de liquido no
tanque foi medido com uma sonda magneto-estritiva (Modelo
Tempsonics II, MTS, Research Triangle Park, NC). A aquisicéao
e controlo dos dados foram realizados usando software
proprietdrio (Genentech, Inc., South San Francisco, CA) com
software shell MycroAdvantage (Moore Products, Springhouse,
PA) .

A HPTFF foi realizada a um fluxo de alimentacgao fixo de
323 1.m?.h! (taxa do fluxo volumétrico de alimentacdo dividido
pela adrea da membrana) e uma pressdo do retentado de 10 psi.
A taxa de fluxo do filtrado em modo co-corrente foi controlada
para se obter uma pressao transmembranar igual na entrada
(alimentacgdo) e saida (retentado) da cassete da membrana. O
fluxo do filtrado foi configurado a 50 1.m?.h™! por ajuste da
taxa da bomba do filtrado. O arranque das experiéncias de HPTFF
incluiu uma fase de aumento (ramp-up) de todas as taxas de fluxo
para maximizar a diferenca entre a pressdo transmembranar a
entrada e saida da cassete. O retentado foi reciclado para o
tanque de alimentacdo, enquanto que o filtrado foi dirigido
para um recipiente de recolha. As amostras de alimentacéo e
filtrado foram recolhidas em ambos os casos para a andlise do
produto e de HCP.

a. Experiéncia 1 de HPTFF
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Apds a divisédo do pool Q, conforme acima descrito, em pools
Q equivalentes de 6,9 L, uma das pools Q foi submetida a
Experiéncia 1 de HPTFF usando-se uma membrana CRC300+ sob as
seguintes condicdes.

As membranas com carga foram equilibradas no primeiro
tampdo de diafiltracédo para esta experiéncia (veja—-se o Quadro
7). O pool Q foi diluido para reduzir a forca idénica e a
condutividade do pool de rhuMAb para 2,7 mS/cm, e o pH foi
ajustado para 4,5 e, a seguir, adicionou-se ao tanque de
alimentacdo (Figura 1) . O material no tanque de alimentacéo foi
submetido a concentracgdo por remoc¢ao de uma porcgaoc da solucgao.
Quando o volume de alimentacdo atingiu uma concentracdao de
alimentacdo (Cp) de 10 g/L, a solugdo no tanque de alimentacéo
foi submetida a etapas sequenciais de diafiltracdao. A uma
condutividade constante de 1,5mS/cm, a diafiltracdo foi
realizada com 10 diavolumes a um pH de 4,5 e 5 diavolumes cada
um a pH 5,0, pH 5,5, pH 6,0, e pH 6,5 (Quadro 7). O rendimento
foi calculado com base na crivagem do produto quantificével
durante a diafiltracéo usando a seguinte equacgao:
Y=e NSProteinaalvoe onde S representa a crivagem da proteina alvo e
N representa o nUmero de diavolumes.

Quadro 7: Condigdes experimentais e resultados da etapa
de HPTFF do processo de purificacgéo

ConcentracédoDiafiltracdoRendimento [CHOP] final

Cy (g/L) pH-N (%) pem
pool Q 410
4,5 - 10
50 -5
Experiéncia 1
10 55 -5 99% 21
de HPTFF
4,5 - 10
Experiéncia 2
10 55 - 10 99% 17

de HPTFF
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ConcentracdoDiafiltracdoRendimento [CHOP] final

Cr (g/L) PH-N (%) ppm

pool Q 410

6,5 — 10
HPTFF 10 6,5 — 40 99% 2,2
adicional
(Pools
combinados da
HPTFEF 1 e 2) 6,0 — 5

A qualidade do produto do pool recuperado da Experiéncia
1 de HPTFF foi submetida a andlise, incluindo eletroforese em
gel SDS-PAGE (Figura 2, pistas 10), andlise da % de mondmero
intacto de rhuMAb e andlise da concentracdo de CHOP (Quadro 8),
conforme acima descrito.

Observou-se uma crivagem (sieving) significativa de CHOP
com CRC300+ sem qualquer perda significativas de rhuMAb
anti-HER2. A concentracdo final de CHOP no pool recuperado da
HPTFF realizada com a CRC300+ foi de 21 ppm.

b. Experiéncia 2 de HPTFF

Outro dos pools Q, conforme acima descrito, com 1,4 mg/ml
de rhuMAb, 410 ppm de CHOP, um pH de 5,6 e uma condutividade
de cerca de 8 mS/cm, foi submetido a uma Experiéncia 2 de HPTFF.

Conforme acima descrito, a membrana CRC300+ foi
equilibrada no primeiro tampao de diafiltracdo para esta
Experiéncia 2 de HPTFF (veja-se o Quadro 7). O pool Q foi diluido
com dgua para reduzir a condutividade para 2,4 mS/cm. O pH foi
ajustado para pH 4,5 com HCL. O pool resultante condicionado
foi carregado no tanque de alimentacdo. Numa operacdo Unica,
o pool condicionado foi a seguir concentrado a 10 g/L a pH 4,5,
seguido de uma diafiltracdo com um volume constante de
retentado compreendendo uma sequéncia especifica de tampdes de
diafiltragcdo (Quadro 7). Foram escolhidas as seguintes trés
sequéncias de tampdes de diafiltracédo: 10 diavolumes cada um

a pH de 4,5, 5,5, e 6,5, a uma condutividade constante de 1,5

74



EP1501369B1

mS/cm. Todas as experiéncias de HPTFF foram realizadas a um
fluxo de filtrado de 50 l.m?.h"! usando uma mini cassete
Pellicon-2® com carga positiva e uma permeabilidade de 36
m<.h™1/psi.

Apds a conclusdo do processo de HPTFF realizado com a
CRC300+, uma amostra do pool recuperado foi submetida a andlise
por SDS-PAGE (Figura 2, pista 11). A qualidade do produto do
pool recuperado da Experiéncia 2 de HPTFF foi submetida a uma
andlise adicional, incluindo cromatografia de excluséo
molecular (SEC) e andlise da concentracdo de CHOP (Quadro 8).

Os fatores de purificacdo para a etapa de HPTFF foram
superiores a 24 (i.e. uma remocdo de CHOP 24 vezes superior)
e a remocdo de CHOP ocorreu durante a concentracdo e a
diafiltracdo. A concentracado de CHOP foi reduzida de 410 ppm
(concentracdao no material recuperado da coluna Q de
cromatografia) para 17 ppm (concentracdo no material
recuperado da Experiéncia 2 de HPTFF) (veja-se o Quadro 8) . Nao
se observaram perdas significativas de filtrado.

Quadro 8: Quantificagdo da proteina das células
hospedeiras CHO e andlise da pureza da corrente de alimentacgédo

de rhuMAb anti-HER2 nos processos de purificacgdo

Q.

% de mondmero
Etapa de Purificacéao [CHOP] final ppm intacto de rhuMAb
(medida por SEC)

HCCF 1.469.000 -
pool S 144.780 95, 9%
pool Q 410 97,4%
Experiéncias 1,2 de
21.17 99, 8%
HPTEFF
Processos de controlo:
(usando as etapas: <1 100%

ProA-S-Q-UFDEF)

c. HPTFF adicional

O material recuperado apds as Experiéncia 1 e 2 de HPTFF
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foi combinado e submetido ainda a uma HPTFF adicional da
seguinte forma.

Conforme acima descrito, a membrana CRC300+ foi
equilibrada no primeiro tampdoc de diafiltracd&o e o material
combinado foi carregado no tanque de alimentacao. O material
no tanque de alimentacdo foi submetido as etapas sequenciais
de diafiltracdo: 40 diavolumes a pH 6,5 e 1,5 mS/cm, seguido
de 5 diavolumes a pH 6,0 e 0,3 mS/cm.

O processo adicional de HPTFF reduziu a concentracdo de
CHOP no retentado final para 2,2 ppm. Uma amostra do material
recuperado apds a HPTFF adicional foi submetida a andlise por
SDS-PAGE. A qualidade do produto do material recuperado apds
a HPTFF adicional (Figura 2, pistas 6 e 12) conforme determinado
por andlise por SDS-PAGE foi comparada com a gqualidade do
produto do material obtido por um processo de purificacao
convencional envolvendo ProA, SP, Q e UFDF (Figura 2, pista 7).

O processo de purificacdo, envolvendo duas etapas de
purificacdo por nado afinidade e uma terceira etapa de HPTFF,
resultou num nivel de pureza, conforme determinado pela
eliminacgcao das impurezas CHOP, de cerca de 144 780 ppm de CHOP
apdés a purificacdo S, de cerca de 410 ppm de CHOP apds a
purificacdo Q, e uma pureza final de cerca de 17-21 ppm de CHOP.
Uma maior pureza de cerca de 2,2 ppm de CHOP foi obtida pela
HPTFF adicional, sendo essa purificacao adicional incorporada
alternativamente na terceira etapa, proporcionando, dessa
forma, um processo de ndo afinidade em trés etapas comparéavel
aos métodos tradicionais que usam a onerosa cromatografia de
afinidade.

Exemplo 3

Combinacdo de Cromatografia de Nado Afinidade e

Purificacdo por HPTFF

O presente exemplo envolve a purificacdao de anticorpo
monoclonal humano recombinante, rhuMAb anti-CD40, com um peso
molecular de 160 kD e um pI de cerca de 9,3, de células de ovario
de hamster chinés (CHO) . O rhuMAb anti-CD40 foi obtido a partir
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de um processo de cultura de células CHO a escala industrial
na Genentech (South San Francisco, CA, EUA). Apds a cultura de
células CHO, a molécula de rhuMAb anti-CD40 foi parcialmente
clarificada por centrifugagédo e filtracgdo normal de células
para remover as células e residuos celulares. O pool resultante
consistia em 1,7 mg/ml de produto de rhuMAb anti-CD40 e 0,4
mg/ml de CHOP.

Para purificagdo do rhuMAb anti-CD40, liquido colhido da
cultura de células (HCCF) condicionado compreendendo um
produto que consiste no rhuMAb anti-CD40 e proteinas da célula
hospedeira de ovario de hamster chinés (CHOP) de células CHO
que expressam o rhuMAb anti-CD40 foi carregado numa coluna
inicial de cromatografia de troca catidnica (S) (resina
SP-SEPHAROSE FAST FLOW™, Amersham Biosciences) para remover as
proteinas da células hospedeira ou proteinas CHO (CHOP),
variantes, impurezas de ADN e agregados. As eluicgbes da coluna
S foram combinadas num pool (pool S) e submetidas a uma segunda
cromatografia em coluna de troca anidnica (Q) (resina Q-
SEPHAROSE FAST FLOW™, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)
para remover as CHOP, impurezas de ADN e agregados da proteina
alvo. A fracdo nao ligada (flow-through) da coluna Q (pool Q)
foi submetida ainda a uma terceiro processo que consistiu numa
HPTFF para remogdo adicional das CHOP, variantes e moléculas
pequenas.

A. Cromatografia de ndo afinidade

1. Métodos

Para preparacdo das colunas de cromatografia de nao
afinidade, SP-Sepharose para ligacao e eluicdo e Q—-Sepharose
para recolha da fracdo nadao ligada (flow-through) foram cada uma
empacotada em colunas em escala preparativa. As condicdes
operacionais de cada coluna de cromatografia sdo apresentadas
no Quadro 9.

Quadro 9. Condigdes Operacionais da Cromatografia de Néo
Afinidade
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. Tampdes L
. Tipo de Modo de Condicionamento
Resina . 5 da
Resina operacéao da Carga
Coluna
SP Sepharose Ligacdo ndo|MES 20| <7,0 mS/cm pH
Fast Flow™ especifica e mM, 6,5
(Amersham eluicao Acetato
Biosciences, Troca de Na 50
Piscataway, NJ) |catidénica mM, pH
(S) 6,5
Q Sepharose Fast . Flow—-throughlTris 25| <8 mS/cm pH 8
roca
Flow™ (Amersham L (recolha da mM,
. . anidnica _ _
Bioscilences, Q) fracdo ndo [NaCl 50
NJ) ligada) mM, pH 8

O HCCH foi condicionado por diluicdo do HCCF com agua de
modo a se obter uma condutividade inferior a 7 mS/cm e ajuste
do pH do HCCF com &cido acético para se obter um pH de 6,5 e
foi filtrado através de um filtro de 0,22 um. A coluna de
Sepharose-SO foi equilibrada com 4 volumes de coluna (CV) do
tampdo de coluna (Quadro 9) e carregada com aproximadamente 30
gramas de rhuMAb/litro de resina para um total de 13 gramas de
rhuMAb a um fluxo de 150 cm/h. Apds o carregamento do HCCF
condicionado na coluna de SP-Sepharose, a coluna foi lavada com
5 CV de tampédo de lavagem (HEPES 20 mM, Acetado de Na 35 mM,
pH 8,0) seguido de 3 CV de tampdo da coluna (Quadro 9). As
eluicgdes foram efetuadas com um gradiente de eluicgdo de 10 CV
do tampédo da coluna até ao tampao de eluicdo (MES 20, Acetato
de Na 140 mM, pH 6,5) com o eluente recolhido a uma absorvancia
de 0,1 a 0,5 UA a 280 nm. A resina de cromatografia foi
regenerada numa solucao de NaOH 0,5 M e armazenada a seguir em
NaOH 0,1 M.

O pool de SP-Sepharose (pool SP) foi condicionado por
diluicédo do pool S com dgua até se obter uma condutividade de
aproximadamente 7,5 mS/cm e ajuste do pH com NaOH para um valor

de 8. O pool S condicionado, com uma massa total de cerca de
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9 gramas, foi entdo filtrado através de um filtro de 0,22 um.
O pool SP filtrado condicionado foili carregado numa coluna de
Q—-Sepharose que foi equilibrada com 5 CV do tampdo de coluna
(ver Quadro 9). A fracdo nao ligada (flow-through) foi
recolhida a uma absorvancia de 0,2-0,2 UA a 280 nm e o
flow—through foi agrupado (pool Q). A resina Q-Sepharose de
cromatografia foi regenerada numa solugdo de NaOH 0,5 M e
armazenada a seguir em NaOH 0,1 M.

2. Analise

A quantidade de rhuMAb anti-HERZ2 em cada pool a seguir a
uma etapa de purificacédo do processo, i.e. no HCCF e nos pools
do processo de purificacdo, foi determinada por andlise por
HPLC com base em imunoafinidade com Proteina A, conforme
descrito anteriormente no Exemplo 2. A concentragao de CHOP foi
determinada wusando-se um ensaio imunoenzimadtico (ELISA)
descrito anteriormente no Exemplo 2. Apds se ter completado a
cromatografia S e Q, amostras dos pools foram submetidas a
andlise por SDS-PAGE (Figura 5, pistas 3 e 4, respetivamente).
O pool Q foi diluido para reduzir a forca idbnica e a
condutividade do pool de rhuMAb para 1,8 mS/cm, e o pH foi
ajustado para 4,5 e, a seguir, adicionou-se ao tanque de
alimentacdo (Figura 1). A etapa de purificacdo da experiéncia
de HPTFF onde se usou uma membrana de carga positiva CRC300+
(a experiéncia de HPTFF) foi iniciada através da concentracéo
do material do pool Q até o volume de alimentacgdo atingir uma
concentracdo de alimentacdo (Cr) de 10 g/L. A solucgdo
resultante no tanque de reciclo foi entdo submetida a etapas
sequenciais de diafiltracdo. A uma condutividade constante de
1,5 mS/cm, a diafiltracdo foi realizada com 5 diavolumes cada
apH 4,5 e apH 5,5 seguido de 20 diavolumes a pH 6,5, seguido
de 10 diavolumes a pH 7,0 (Quadro 10). O rendimento foi
calculado com base na crivagem do produto quantificdvel durante
a diafiltracdo usando a seguinte equacdo: Y = e Nsfroteinaalvoe gnde
S representa a crivagem da proteina alvo e N representa o numero

de diavolumes.
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Quadro 10: Condigdes experimentais e resultados da etapa
de HPTFF do processo de purificacgédo

Concentracdao Diafiltracdo Rendimento [CHOP]final [ADN]

Co(g/L) PH-N (%) ppm (ppm)
pool Q 96% 15 15
4,5-5
5,5-5 99% <0, 6 <0, 6
pool HPTFF 10
6,5 - 20
7,0 - 10

A qgualidade do produto do pool recuperado desta
Experiéncia de HPTFF foi submetida a analise, incluindo
eletroforese em gel SDS-PAGE (Figura 5, pista 5), andlise da
% de mondémero intacto de rhuMAb e andlise da concentracdo de
CHOP (Quadro 11), conforme anteriormente descrito no presente
documento, no Exemplo 2. A concentracdo de ADN foi avaliada de
acordo com o ensaio do ADN total THRESHOLD® Total DNA Assay
(Molecular Devices, Corp., Sunnyvale, CA) (Quadro 11). O ensaio
de ADN total THRESHOLD® Total DNA Assay é especifico para ADN
de cadeia simples, gque ¢é obtido a partir da amostra por
desnaturacédo por calor. O ADN de cadeia simples estd marcado
com proteinas de ligacgdo, gue estdo covalentemente ligadas a
urease e estreptavidina, e forma um complexo de ADN. O complexo
de ADN é filtrado através de uma membrana de nitrocelulose
revestida com biotina designada por "stick". A biotina na
membrana reage com a estreptavidina no complexo de ADN,
capturando o complexo. O stick é colocado no leitor Threshold,
que contém o substrato, a ureia. A reacdo enzimdtica entre a
ureia e a urease (no complexo de ADN) altera o pH local da
solucdo do substrato. Um sensor de silicio regista a alteracéo
no potencial de superficie, que é proporcional a mudancga de pH.
A taxa de mudanga no potencial de superficie é proporcional a
quantidade de ADN. A quantidade das amostras € determinada por
comparacgdo com padrdes de ADN. As amostras sdo diluidas de modo

a que o contetido em ADN se situe dentro do intervalo de medicgédo
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da curva padrdo (10-400 pg/mL) .

Observou-se uma crivagem significativa de CHOP com a
membrana de carga positiva CRC300+ usada na HPTFF sem qualquer
perda significativa de rhuMAb anti-CD40 com carga positiva. A
remocdao de CHOP ocorreu durante a concentracdo e a
diafiltracdo. A concentracdao de CHOP foi reduzida de 15 ppm
(concentragcdo no material recuperado da coluna Q de
cromatografia) para menos de 0,6 ppm nos primeiros 20
diavolumes (concentracdo no pool de proteinas no tanque de
reciclo). A remocao de impurezas de CHOP foi confirmada pela
medicdo da concentracdo no material recuperado da experiéncia
de HPTFF (veja-se o0 Quadro 11). Nao se observaram perdas
significativas de filtrado.

Quadro 11: Quantificagdo da proteina das células
hospedeiras CHO e andlise da pureza da corrente de alimentacgédo

de rhuMAb anti-CD40 nos processos de purificacgéo

Etapa de [CHOP]final % de mondmero [ADN]
Purificacéao ppm intacto de rhuMAb (ppm)

(medida por SEC)

HCCF 240 000 - >5441
pool S 530 —-— 0,1
pool Q 15 —— <0,01
pool HPTFF <0, 6 99, 5% <0,006
Processos de 3 99, 5% <0,003
controlo: (usando

as etapas:
ProA-S-Q-UFDF)

O processo de purificacao, envolvendo duas etapas de
purificacdo por nado afinidade e uma terceira etapa de HPTFF,
resultou num nivel de pureza, conforme determinado pela (1)
eliminacdo das impurezas CHOP, de cerca de 530 ppm de CHOP apds
a purificacdo S, de cerca de 15 ppm de CHOP apds a purificacédo
Q, e uma pureza final inferior a cerca de 0,6 ppm de CHOP em

20 diavolumes e pela (2) eliminacdo de impurezas de ADN, de
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cerca de 0,1 ppm de CHOP apds a purificacdo S, de cerca de menos
do que 0,01 ppm de ADN apds a purificacdo Q, e uma pureza final
inferior a cerca de 0,006 ppm de ADN. Além disso, a andlise por
eletroforese mostra a pureza comparavel do pool final
resultante do procedimento de ndao afinidade (FIGURA 5, pista
5) em relacgcao ao pool convencional obtido usando-se uma etapa
de afinidade (FIGURA 5, pista 10).

A Figura 5 apresenta um gel de SDS-PAGE corado com prata
contendo amostras que foram obtidas a diferentes pontos durante
a purificacéo de anticorpo monoclonal recombinante humano
(rhuMAb) anti-CD40 de acordo com o Exemplo 3 (pistas 2-5) e
comparadas com um processo convencional de purificacéo
incluindo uma etapa de purificacédo por afinidade (pistas 8-10).
As setas que indicam 160 kD, 50 kD, e 25 kD apontam para o
anticorpo completo, a cadeia pesada, e a cadeia leve,
respetivamente. As outras bandas correspondem a fragmentos de
anti-CD40 rhuMAb. A pista 1 é uma mistura de padrdes de
proteinas. As pistas 2-6 sdo amostras obtidas apds a realizacéo
dos processo de ndo afinidade revelados no Exemplo 3 do presente
documento em que o liquido colhido da cultura de células (HCCF)
(pista 2) foi purificado por cromatografia de troca catidnica
(pool S, pista 3), seguido de cromatografia de troca anidnica
(pool Q, pista 4), seguido de HPTFF usando uma membrana com
carga (pool HPTFF, pista 5), seguido de e comparado com O
material recuperado apds lavagem da membrana de HPTFF e do lado
da alimentacdo do dispositivo de HPTFF (pool da lavagem com
tampdo da HPTFF, pista 6). A pista 7 € o branco. As pistas 8-10
correspondem a anti-CD40 numa mistura de HCCF purifica por
processos de recuperagdo convencionais incluindo uma etapa de
cromatografia de afinidade com proteina A (dados nao
apresentados), seguido de uma etapa de cromatografia de troca
catidénica (pista 8), seguido de uma etapa de cromatografia de
troca anidnica (pista 9), e seguido de uma etapa de
ultrafiltracdo (pista 10).

Este esquema de purificacdo proporcionou um processo de
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trés etapas de nado afinidade compardvel aos métodos
tradicionais que recorrem a onerosa cromatografia de
afinidade.

A descricgdo acima escrita é considerada como suficiente
para permitir a implementacdo préatica da invengdo a um

especialista na &area.

Lista de Sequéncias

<110> GENENTECH, INC.

<120> PURIFICACAO DE PROTEINAS COM BASE NA NAO AFINIDADE

<130> SJK/FP6249767

<140> EP 03756162.8
<141> 25-04-2003

<150> PCT/US03/13054
<151> 25-04-2003
<150> US 60/375.953
<151> 26-04-2002

<l60> 4

<210> 1
<211> 214
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<221> fonte
<223> /nota = "Descricdo da sequéncia artificial: a sequéncia

estd sintetizada"
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<210> 2
<211> 449
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<221> fonte

<223> /nota = "Descricdo da sequéncia artificial: a sequéncia

estd sintetizada"
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1 5
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<221> fonte
<223> /nota = "Descricdo da sequéncia artificial: a sequéncia

estd sintetizada"

<400> 3
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REIVINDICAGOES

1. Um método para a purificacdo de uma proteina alvo de uma
mistura que contém uma proteina da célula hospedeira,
caracterizado por compreender submeter a dita mistura a:

(a) uma primeira etapa de purificacdo por nao
afinidade, e

(b) uma segunda etapa de purificacao por nao afinidade,
seguida de

(c) filtracdo de fluxo tangencial de desempenho elevado
(HPTFF), e

(d) isolamento da dita proteina a uma pureza de menos
de 100 partes por milhdo (ppm) da dita proteina da célula
hospedeira, em que a dita primeira etapa de purificacdo por nao
afinidade é uma cromatografia de troca catidénica e a segunda
etapa de purificacgdo de ndo afinidade € uma cromatografia de
troca anidénica e em que o método ndo inclui nenhuma etapa de

purificacdo por afinidade.

2. 0 método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por a dita etapa de cromatografia de troca catidénica ser
efetuada num ligando de troca catidnica selecionado a partir
do grupo gue consiste em carboximetilo, sulfopropilo (SF) e

sulfonilo.

3. O método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por a dita etapa de cromatografia de troca catidénica ser
efetuada numa resina de troca catidnica selecionada a partir
do grupo que consiste em carboxi-metil-celulose, sulfopropilo

imobilizado em agarose e sulfonilo imobilizado em agarose.

4. 0 método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por a dita etapa de cromatografia de troca anidnica ser efetuada
num ligando de troca anidnica selecionado a partir do grupo que

consiste em DEAE e i6es de amédnio quaternéario.
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5. 0 método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por a dita etapa de cromatografia de troca anidnica ser efetuada
numa resina de troca anidnica selecionada a partir do grupo que
consiste em DEAE celulose, QAE SEPHADEX™, e Q SEPHAROSE™,

6. O método da reivindicacgédo 1 caracterizado por a HPTFF ser

realizada usando uma membrana com carga.

7. O método da reivindicacd&o 1 caracterizado por a dita
proteina da célula hospedeira ser uma proteina do ovario do
hamster chinés (CHOP).

8. O método da reivindicacéo 1 caracterizado por a dita

proteina alvo ser um anticorpo.

9. O método da reivindicacgdo 8 caracterizado por o dito

anticorpo ser um anticorpo monoclonal.

10. O método da reivindicacdo 8 caracterizado por o dito

anticorpo ser um anticorpo policlonal.

11. O método da reivindicacdo 8 caracterizado por o dito

anticorpo ser um anticorpo humanizado.

12. O método da reivindicacdo 8 caracterizado por o dito

anticorpo ser um anticorpo humano.

13. O método da reivindicacdo 8 caracterizado por o dito

anticorpo ser um fragmento de anticorpo.

14. O método de acordo com a reivindicacéo 13, caracterizado
por o dito fragmento de anticorpo ser selecionado a partir do
grupo que consiste em fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 e Fv,
moléculas de anticorpo de cadeia Unica, diabodies, anticorpos

lineares, anticorpos bi-especificos e anticorpos
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multi-especificos formados a partir de fragmentos de

anticorpos.

15. O método de acordo com a reivindicacgdo 8 caracterizado por
o dito anticorpo se ligar especificamente a um antigénio
selecionado a partir do grupo que consiste em CD3, CD4, CDS,
CD19, CD20, CD34, CD40, recetor EGF, recetor HER2, HER3, HER4,
LFA-1, Macl, pl50, 95, VLA-4, ICAM-1, VCAM, integrina av/P3,
CDhlla, CD18, CDllb, VEGF, IgE, recetor flk2/f1t3, recetor de
obesidade (OB), recetor mpl, CTLA-4, e polipéptido C.

16. Ométodo de acordo com a reivindicagdo 8 caracterizado por
o dito anticorpo ser selecionado a partir do grupo gque consiste
em anti-HER2; anti-CD20; anti-IL-8; anti-VEGF; anti-PSCA;
anti-CDlla; anti-IgE; anti-recetor de Apo-2; anti-TNF-«;
anti-fator tecidual (TF); anti-CD3; anti-CD25; anti-CD34;
anti-CD40; anti-tac; anti-CD4; anti-CD52; anti-recetor de Fc;
anticorpos anti-antigénio carcinoembridnico (CEA); anticorpos
dirigidos contra células epiteliais mamdrias; anticorpos que
se ligam a células do carcinoma do célon; anti-CD33; anti-CD22;
anti-EpCAM; anti-Gpllb/IIIa; anti-RSV; anti-CMV; anti-VIH;
anti-hepatite; anti-avB3; anti-carcinoma de células renais
humanas; anti-17-1A humano; anti-tumor coloretal humano;
anti-melanoma humano; anti-carcinoma epiderméide humano; e

anticorpos anti-antigénio leucocitdrio humano (HLA).

17. O método de acordo com a reivindicagdo 8 caracterizado por
o dito anticorpo ser selecionado a partir do grupo que consiste
em anticorpos anti-recetor HERZ, anti-VEGF, anti-IgE,
anti-CD20, anti-CDlla, e anti-CD40.

18. O método da reivindicag¢do 1, caracterizado por a proteina

alvo ser uma imunoadesina.

19. O método da reivindicag¢do 1, caracterizado por a proteina
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alvo ser uma molécula semelhante a um anticorpo.

20. O método da reivindicacdo 19, caracterizado por a dita
molécula semelhante a um anticorpo ser uma proteina fundida ou

conjugada com uma regido CH2/CH3.

21. 0O método de acordo com a reivindicacéd&o 20 caracterizado
por a dita proteina ser selecionada a partir do grupo que
consiste em renina; hormonas de crescimento; fator de
libertacdo da hormona de crescimento; hormona paratiroidea;
hormona estimuladora da tirdide; lipoproteinas;
alfa-l-antitripsina; cadeia A da insulina; cadeia B da
insulina; proinsulina; hormona estimuladora do foliculo;
calcitonina; hormona luteinizante; glucagon; fatores de
coagulagcao como fator VIIIC, fator IX, fator tecidual; fator
de von Willebrands; Proteina C; fator natriurético atrial;
surfatante pulmonar; um ativador do plasminogénio (t-PA) do
tipo urocinase ou urina humana ou do tipo tecidual; bombesina;
trombina, fator de crescimento hematopoiético; fator de
necrose tumoral alfa e beta; encefalinase, RANTES; proteina
inflamatdéria de macréfagos humana (MIP-1-alfa); albuminas
séricas; substédncia inibidora Muelleriana; cadeia A da
relaxina; cadeia B da relaxina; prorelaxina; péptido associado
a gonadotropina de ratinho; beta-lactamase; ADNase; IgE;
antigénios associados aos linfdcitos T citotdxicos (CTLA);
inibina; ativina; factor de crescimento endoteliar wvascular
(VEGF'); recetores de hormonas ou fatores de crescimento;
Proteina A ou D; fatores reumatdides; fator neurotrdfico
derivado do osso (BDNF); neurotrofina-3, -4, -5, e -6 (NT-3,
NT-4, NT-5, e NT-6), fatores de crescimento nervoso; fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF); fator de crescimento
de fibroblastos; fator de crescimento epidérmico (EGF); fator
de crescimento transformante (TGF); fator de crescimento
semelhante a insulina I e II (IGF-I e IGF-II); des(1-3)-IGF-I

(IGF-I no cérebro), proteinas de ligagdo ao fator de
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crescimento semelhante a insulina (IGFBP); proteinas CD;
eritropoietina; fatores osteoindutivos; imunotoxinas;
proteinas morfogenéticas do osso (BMP); interferdo-alfa,
-beta, e -gama; fatores estimuladores de colédénias (CSF);
interleucinas IL-1 a IL-10; superdxido dismutase; recetores de
células T; proteinas de superficie da membrana; fator de
aceleracdo de decaimento; antigénios virais; proteinas de
transporte; recetores de enderecamento (homing); adressinas;
proteinas reguladoras; integrinas; antigénios associados a

tumores; e seus fragmentos.
22. 0 método da reivindicagdo 1, caracterizado por

compreender ainda a etapa de incorporacdo da proteina isolada

numa formulagdo farmacéutica.

Lisboa, 11 de Agosto de 2015
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