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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "METO-
DO PARA A REMOCAO DE AGREGADOS DE ELEVADO PESO
MOLECULAR UTILIZANDO CROMATOGRAFIA DE HIDROXIAPA-

TITA".
Dividido do P10415887-3, depositado em 06.10.2004.
[1] Este pedido reivindica o beneficio de prioridade ao pedido

de patente provisério US no. 60/ 523 335, depositado em 20 de no-
vembro de 2003, e pedido de patente provisério US no. 60/ 514 018,
depositado em 27 de outubro de 2003, cujas descricbes sao aqui in-
corporadas por referéncia em sua totalidade.

Campo da Invencao

[2] A presente invencao refere-se aos métodos de remocao de
agregados de elevado peso molecular de uma preparagao de anticor-
pos usando cromatografia de hidroxiapatita. Em algumas modalidades
da invencdo, a quantidade de agregados de elevado peso molecular
presente na preparacao final pode ser reduzida de modo significante,
como de 40% a menos de 1%.

Antecedentes da Invencao

[3] E desejavel identificar os métodos utilizaveis de purificacio
de proteinas que ndo destroem, ou reduzem de modo significante, a
atividade bioldgica da proteina. Os contaminantes devem ser removi-
dos das preparacdes de anticorpos antes delas serem usadas em apli-
cacoes diagnosticas, aplicacdes terapéuticas, biologia de células apli-
cada e estudos funcionais. As preparacdes de anticorpos coletados de
linhas de células de hibridoma, por exemplo, com freqiéncia contém
componentes indesejaveis, como agregados de elevado peso molecu-
lar (HMWA) do anticorpo produzido por linha de célula. Esta formacéo
de agregados pode afetar de modo adverso a seguranca do produto
ao causar uma ativacao complementar ou anafilaxia quando da admi-

nistracdo. Além disso, a formacéo de agregados pode impedir os pro-
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cessos de fabricacdo ao causar um rendimento de produto diminuido,
ampliacao do pico e perda de atividade.

[4] Os meétodos de purificacdo de proteinas mais comuns sao
atribuidos em diferencas de tamanhos, carga, e solubilidade entre a
proteina a ser purificada e os contaminantes. Os protocolos com base
nestes parametros incluem cromatografia de afinidade, cromatografia
de troca ibnica, cromatografia de exclusdo de tamanho, e cromatogra-
fia de interacdo hidrofébica. Estes métodos cromatograficos, no entan-
to, as vezes apresentam dificuldades técnicas na separacdo de espé-
cies agregadas ou multiméricas de anticorpos. As técnicas como cro-
matografia de troca ibnica ou de interacdo hidrofébica, por exemplo,
podem induzir a formac&o de agregados devido a aumentada concen-
tracdo de proteinas ou as mudancas requeridas em concentracdo de
tampédo e/ou pH durante a eluicdo. Além disso, em varios casos, 0S
anticorpos mostram diferencas em pontos isoelétricos que sdo muito
pequenas para permitir sua separag¢ao por cromatografia de troca ioni-
ca. Tarditi, J. Immunol. Methods. 599: 13-20 (1992). A cromatografia
de exclusdo de tamanho é volumosa e resulta na diluicdo significante
do produto, o que € um impedimento nos processos de fabricagcdo com
base em eficiéncia e larga escala. O vazamento de ligantes das colu-
nas de cromatografia de afinidade também pode ocorrer, o que resulta
em contaminacado indesejavel do produto eluido. Steindl, J. Immunol.
Methods, 235: 61-69 (2000). Os requerentes tentaram remover HMWA
de uma preparacao de anticorpo anti-GDF-8 usando cromatografia de
troca anidnica, cromatografia de troca catidnica, assim como cromato-
grafia de interacdo hidrofobica. No entanto, todos estes métodos foram
incapazes de remover substancialmente os HMWA da preparagao de
anticorpos anti-GDF-8.

[5] A cromatografia de hidroxiapatita € um método de purifica-

cdo de proteinas que usa um fosfato de calcio hidroxilado insolavel
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[Ca10(POa4)s (OH)2], que forma tanto a matriz como o ligante. Os grupos
funcionais consistem em pares de ions calcio positivamente carrega-
dos (sitios C) e agrupamentos de grupos fosfato negativamente carre-
gados (sitios P). As interacdes entre hidroxiapatita e proteinas sao
complexas e multimodais. Em um método de interacdo, no entanto, 0s
grupos amino positivamente carregados em proteinas se associam
com os sitios P negativamente carregados e grupos carboxila de pro-
teina interagem por complexacéo de coordenacao a sitios C. Shepard.
J. of Chromatography 891: 93- 98 (2000).

[6] A hidroxiapatita cristalina foi o primeiro tipo de hidroxiapatita
usada em cromatografia, mas foi limitada por dificuldades estruturais.
A cromatografia de hidroxiapatita ceramica (cHA) foi desenvolvida para
superar algumas das dificuldades associadas com a hidroxiapatita cris-
talina, como as taxas de fluxo limitadas. A hidroxiapatita ceramica tem
uma elevada durabilidade, boa capacidade de ligacdo a proteina, e
pode ser usada em maiores taxas de fluxo e pressdes do que a hidro-
xiapatita ceramica. Vola et al, BioTechniques, 14: 650- 655 (1993).

[7] A hidroxiapatita tem sido usada na separacao cromatografi-
ca de proteinas, acidos nucleicos, assim como anticorpos. Em croma-
tografia de hidroxiapatita, a coluna é normalmente equilibrada, e a
amostra aplicada, em uma baixa concentracédo de tampéo fosfato e as
proteinas adsorvidas sédo entdo eluidas em um gradiente de concen-
tracdo de tampéao fosfato. Giovannini, Biotechnology and Bioenginee-
ring, 73: 522- 529 (2000). As vezes, gradientes rasos de fosfato de s6-
dio sdo usados com sucesso para eluir proteinas, enquanto em outros
casos, os gradientes de concentracdo de até 400 mM de fosfato de
sédio foram usados com sucesso. Ver, por exemplo, Stanker, J.
Immunolgical Methods 76: 157- 169 (1985) (10 mM a 30 mM gradiente
de eluicdo de fosfato de sédio); Shepard J. Chromatography 891: 93-
98 (2000) (10 mM a 74 mM gradiente de eluicdo de fosfato de sédio).

Peticéo 870200048216, de 16/04/2020, pag. 21/61



4/39

Tarditi, J. Chromatography 599: 13-20 (1992) (10 mM a 350 mM gradi-
ente de eluicdo de fosfato de sodio). Apesar de sais como NaCl terem
sido incorporados no tampéo de ligagao para purificar um anticorpo
usando cromatografia de hidroxiapatita, Giovannini, R. Biotechnology
and Bioengineering 73: 522- 529 (2000), sais como NaCl e (NH4)2SO04
nao sdo conhecidos como afetando a eluicdo de proteinas em croma-
tografia de hidroxiapatita. Karlsson et al, lon Exchange Chromatog-
raphy, in Protein Purification, VCH Publishers, Inc. (Janson e Ryden
ed. 1989).

[8] Em varios casos, pesquisadores sao incapazes de eluir se-
letivamente anticorpos a partir de hidroxiapatita ou verificaram que a
cromatografia de hidroxiapatita ndo resulta em um produto suficiente-
mente puro. Junbauer J. Chromatography, 476:257-268 (1989), Gio-
vannini Biotechnology and Bioengineering 73: 522- 529 (2000). Os re-
guerentes tentaram sem sucesso separar agregados de elevado peso
molecular de uma preparagdo de anticorpos usando cromatografia de
hidroxiapatita e uma eluicdo de fosfato de sd6dio a base em ensina-
mentos da técnica anterior (figura 1). Além disso, as condicbes de
eluicdo severas, quando usadas em uma tentativa para romper a liga-
cao firme de uma proteina em uma matriz, sdo conhecidas como des-
truindo a atividade biologica de uma proteina. Assim, existe a necessi-
dade de métodos eficazes para remover impurezas, como agregados
de elevado peso molecular, de preparacdes de anticorpos, que nao
destruam a atividade bioldgica dos anticorpos.

Sumario da Invencao

[9] Os requerentes verificaram de modo surpreendente que
NaCl pode ser usado em um novo método de cromatografia de hidro-
xiapatita para a purificacdo de imunoglobulinas e remocédo de HMWA
de diferentes matérias-primas (figura 2). Assim, a presente invencao

refere-se a métodos de remocéao de agregados de elevado peso mole-
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cular de preparacdes de anticorpos por contato da referida preparagao
com resina de hidroxiapatita e eluicéo seletiva do anticorpo a partir da
resina. Alternativamente, a preparagao de anticorpos pode ser trocada
em tampao em um tampdao de equilibrio e entdo deixada fluir através
da resina de hidroxiapatita. Uma combinacdo destes métodos de liga-
cao / cromatografia de hidroxiapatita com fluxo transpassante também
podem ser usada para purificar as preparagdes de anticorpos.

[10] A invencéao refere-se a um tampao de eluicdo ou tampéo de
carga que contém de 1 a 20 mM de fosfato de sédio e de 0,2 a 2,5 M
de NaCl, em que o tampéo de eluicdo ou tampéao de carga tem um pH
de6,4a7,6.

[11] Em um modo de combinacéo ligagcéo /fluxo transpassante,
a invencao refere-se a um tampéo de equilibrio e tamp&o de lavagem
gue contém de 1 a 20 mM de fosfato de sédio, de 0,01 a 2,0 M de
NacCl, de 0 200 mM arginina, e de 0 a 200 mM HEPES, em que o tam-
pao de equilibrio e tampéao de lavagem tem um pH de 6,2 a 8,0.

[12] Em uma modalidade, o anticorpo purificado contém menos
gue 5% de agregados de elevado peso molecular.

[13] Em uma outra modalidade, o anticorpo purificado contém
menos que 1% de agregados de elevado peso molecular.

[14] Em uma modalidade adicional, a preparagéo de anticorpos
contém pelo menos um anticorpo IgG. Mais especificamente, a prepa-
racao de anticorpos contém pelo menos um anticorpo escolhido dentre
receptor anti-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis Y,
anti-IL-13, ou anti-IL-22.

[15] Pelo menos um método de purificacdo pode ser usado em
combinacdo com a cromatografia de hidroxiapatita da invencao. Uma
variedade de métodos de purificacdo pode ser usada, incluindo, mas
nao limitada a cromatografia de Proteina A, cromatografia de afinida-

de, cromatografia de interacédo hidrofobica, cromatografia de afinidade
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de metal imobilizado, cromatografia de exclusdo de tamanho, diafiltra-
cao, ultrafiltracao, filtracdo com remocéo viral, cromatografia de troca
anionica, e/ou cromatografia de troca catidnica.

[16] Em uma modalidade, as cromatografias de troca anidnica e
Proteina A sdo usadas em combinacdo com cromatografia de hidroxi-
apatita ceramica. As cromatografias de troca anibnica e Proteina A
podem ser usadas em combinacédo, por exemplo, contatando a prepa-
racdo de anticorpos com um suporte de Proteina A, deixando o anti-
corpo adsorver no suporte, lavando o suporte e o anticorpo adsorvido
com pelo menos um tampao de lavagem de Proteina A, eluindo o anti-
corpo adsorvido, com pelo menos um tampéao de eluicdo de Proteina
A, contatando a preparagdo com um suporte de troca ionica, deixando
o anticorpo fluir através do suporte, lavando o suporte com pelo menos
um tampao de lavagem de troca ionica, contatando o fluxo transpas-
sante de troca ibnica com uma resina de hidroxiapatita, deixando o flu-
X0 transpassante adsorver na resina, lavando a resina com pelo me-
nos um tampéo de lavagem de hidroxiapatita, e eluindo o anticorpo
purificado da resina com pelo menos um tampao de eluicdo de hidro-
xiapatita.

[17] Em outra modalidade, as cromatografias de troca anibnica
e Proteina A podem ser usadas em combinacéo, por exemplo, conta-
tando a preparacdo com um suporte de Proteina A, deixando o anti-
corpo adsorver no suporte de Proteina A, lavando o suporte de Protei-
na A e anticorpo adsorvido com pelo menos um tampao de lavagem
de Proteina A, eluindo o anticorpo adsorvido, com pelo menos um
tampdao de eluicdo de Proteina A, contatando o eluente de Proteina A
com um suporte de troca i6nica, deixando o anticorpo fluir através do
suporte de troca idnica, lavando o suporte de troca ibnica com pelo
menos um tampéo de lavagem de troca ionica, trocando o fluxo trans-

passante de troca iGbnica em um tampéo de carga compreendendo de
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1 a 20 mM de fosfato de sédio e de 0,2 a 2,5 M de NaCl, contatando o
fluxo transpassante de troca idnica com uma resina de hidroxiapatita,
deixando o anticorpo fluir através da resina de hidroxiapatita, e lavan-
do a resina de hidroxiapatita com pelo menos um tampé&o de lavagem
de hidroxiapatita.

[18] Em ainda outra modalidade, as cromatografias de troca
anibnica e Proteina A sdo usadas em combinagdo com cromatografia
de hidroxiapatita ceramica. As cromatografias de troca aniénica e Pro-
teina A podem ser usadas em combinacdo, por exemplo, por contato
da preparacao de anticorpos com um suporte de Proteina A, deixando
0 anticorpo adsorver no suporte, lavando o suporte e anticorpo adsor-
vido com pelo menos um tampéo de lavagem de Proteina A, eluindo o
anticorpo adsorvido com pelo menos um tampéao de eluicdo de Protei-
na A, contatando a preparacdo com um suporte de troca idnica, dei-
xando o anticorpo fluir através do suporte, lavando o suporte com pelo
menos um tampé&o de lavagem de troca ionica, contatando o fluxo
transpassante de troca ibnica com uma resina de hidroxiapatita, dei-
xando o fluxo transpassante adsorver na resina, deixando a ligacao
dos HMWA mais firmemente do que o monémero de anticorpo, e, co-
mo a carga continua, deslocamento do monémero ligado pelos
HMWA, lavando a resina de hidroxiapatita com pelo menos um tampéo
de lavagem de hidroxiapatita e coletando o monémero de anticorpo
deslocado.

[19] Os objetos adicionais e vantagens da invencédo seréo espe-
cificado sem parte na descricdo que se segue, e em parte serdo Ob-
vios da descricdo, ou podem ser aprendidos pela pratica da invencéao.
Os objetos e vantagens da invencao serao realizados e atingidos por
meio dos elementos e combinacdes particularmente apontados nas
reivindicacOes anexas.

[20] Deve-se entender que tanto a descricdo geral acima como
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a descricdo detalhada seguinte sdo exemplares e explicativos apenas
e néo limitativos da invencédo, como reivindicada.

[21] Os desenhos anexos, que sao incorporados e constituem
parte deste relatorio, e junto com a descri¢cdo, servem para explicar os
principios da invencéo.

Breve Descricao dos Desenhos

[22] A figura 1 demonstra a incapacidade da eluicdo de gradien-
te fosfato da técnica anterior de separar HMWA de uma preparacao de
anticorpo anti GDF-8.

[23] A figura 2 demonstra que o uso de eluicdo de gradiente de
NaCl resulta na separacao de uma porcao grande do HMWA de uma
preparacdo de anticorpo anti-GDF-8.

[24] A figura 3 mostra a separacao de HMWA de uma prepara-
¢cao de anticorpo anti-CD22 usando cromatografia de cHA.

[25] A figura 4 mostra a separacao de HMWA de uma prepara-
cao de anticorpo anti-Abeta usando cromatografia de cHA.

Descricao Detalhada da Invencdo

Defini¢cbes

[26] A fim de que a presente invencdo possa ser mais pronta-
mente entendida, alguns termos sao primeiro definidos. As definigcdes
adicionais séo especificadas em toda a descricéo detalhada.

[27] O termo "anticorpo” se refere a qualquer imunoglobulina ou
fragmento da mesma, e engloba qualquer polipeptideo compreenden-
do um sitio de ligacao a antigeno. O termo inclui, mas nao € limitado a
anticorpos policlonais, monoclonais, monoespecificos, poliespecificos,
nao especificos, humanizados, humanos, cadeia Unica, quiméricos,
sintéticos, recombinantes, hibridos, mudados, enxertados, e gerados
in vitro. O termo "anticorpo” também inclui fragmentos de anticorpo
como Fab, F(ab')., Fv, scFv, Fd, dAb, e outros fragmentos de anticor-

pos que retém a funcéo de ligacdo a antigeno. Tipicamente, estes fra-
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gmentos devem compreender um dominio de ligacdo a antigeno.

[28] Os anticorpos que podem ser também purificados pela in-
vencao incluem formas quimicamente modificadas como por tratamen-
to PEG, e proteinas de fusdo compreendendo uma porcédo de imuno-
globulina. O anticorpo ou fragmento do mesmo pode ser selecionado
dentre qualquer um dos isétipos de anticorpos conhecidos e suas con-
formacdes, por exemplo monémeros IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, dimeros
IgA, trimeros IgA, ou pentameros IgM.

[29] O termo "preparacdo de anticorpos” refere-se a qualquer
composi¢cdo contendo um anticorpo e/ou componentes indesejados,
como agregados de elevado peso molecular destes anticorpos.

[30] "Hidroxiapatita ceramica" ou "cHA" refere-se a um fosfato
de calcio hidroxilado insoluvel de formula [Caio(PO4)s(OH)2], que foi
sinterizado em temperaturas elevadas em uma forma ceramica ma-
croporosa, esférica. O termo "cHA" engloba, mas nao é limitado a, hi-
droxiapatita ceramica de tipo | e tipo Il. Salvo especificado, "cHA" se
refere a qualquer tamanho de particula incluindo, mas néo limitado a
20, 40 e 80 um.

[31] O termo "agregados de elevado peso molecular" ou
"HMWA" refere-se a uma associacao de pelo menos dois anticorpos. A
associacao pode surgir por qualquer método incluindo, mas néo limita-
do a reticulacdo covalente, ndo covalente, dissulfeto, ou ndo redutivel.
Pelo menos dois anticorpos podem se ligar a0 mesmo ou diferentes
antigenos. Pelo menos dois anticorpos podem estar na forma de um
anticorpo, fragmento de anticorpo, ou outras formas descritas na defi-
nicado de "anticorpo™ acima.

[32] O termo "modo de fluxo transpassante" refere-se a uma
técnica de separacao de preparacdo de anticorpos em que pelo menos
um anticorpo contido na preparacdo se destina a fluir através de uma

resina cromatografica ou suporte, enquanto pelo menos um contami-
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nante ou impureza em potencial se liga a resina ou suporte cromato-
grafico. O modo de fluxo transpassante pode ser usado, por exemplo,
em cromatografia de hidroxiapatita e cromatografia de troca ionica.

[33] "Modo de ligacao" refere-se a uma técnica de separacéo de
preparacdo de anticorpos em que pelo menos um anticorpo contido a
preparacdo se liga a uma resina ou suporte cromatografico, enquanto
pelo menos um contaminante ou impureza flui através do mesmo. O
modo de ligacdo pode ser usado, por exemplo, em cromatografia de
hidroxiapatita ou cromatografia de troca idnica.

Descricdo do método

[34] A presente invencdo prové meétodos para remover agrega-
dos de elevado peso molecular (HMWA) a partir de preparacdes de
anticorpo usando cromatografia de hidroxiapatita em modo de ligacao,
modo de fluxo transpassante, ou uma combinacdo dos mesmos. A
presente invencao tem aplicacdo na purificagdo em larga escala de
preparacdes de anticorpos.

[35] Em modo de ligacdo, o método usa um suporte de hidroxi-
apatita carregado com fosfato em pH neutro e resisténcia idnica baixa
para ligar tanto o anticorpo como HMWA. A coluna é entdo lavada com
um tampéao fosfato para remover impurezas ligadas de modo solto. A
seqguir, o anticorpo é seletivamente eluido usando um tampéao fosfato
de poténcia ibnica elevada contendo 0,2 a 2,5 M de NaCl a um pH le-
vemente acido a levemente basico. HMWA é opcionalmente subse-
guentemente lavado da resina usando uma poténcia idnica ainda mai-
or e um tampao de concentracao de fosfato maior em pH neutro. Por
altimo, a resina é opcionalmente regenerada usando solucéo de hidro-
xido de sddio e fosfato de potassio.

[36] Em modo de fluxo transpassante, uma preparacao de anti-
corpo é trocada em tampdo em um tampéo de carga contendo 0,2 a

2,5 M de NaCl em um pH levemente acido a levemente basico. A pre-
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paracdo de anticorpos é entdo deixada fluir através de uma coluna de
hidroxiapatita, enquanto impurezas como HMWA se ligam a coluna. A
coluna é opcionalmente subseqiientemente lavada para deixar os anti-
corpos purificados adicionais fluir através da coluna. Por ultimo, a co-
luna pode ser opcionalmente extraida e entdo regenerada usando uma
solucéo de hidroxido de sodio e fosfato de potassio.

[37] Em um modo de ligagao / fluxo transpassante em combina-
cao, a preparacdo de anticorpos € deixada fluir através de uma coluna
de hidroxiapatita, com tanto monémero de anticorpo como ligacdo de
HMWA inicialmente. No entanto, a medida que a carga continua, o
HMWA que entra é capaz de se ligar mais firmemente do que o0 mo-
némero anticorpo e, assim, desloca o monémero ligado. Consequen-
temente, o monémero deslocado flui através da coluna. A coluna € op-
cionalmente subsequientemente lavada para permitir que anticorpos
deslocados adicionais escoem através da coluna. Por ultimo, a coluna
pode ser opcionalmente extraida com uma solucdo de elevado teor de
sal, elevado teor de fosfato, e entdo regenerada usando uma solucao
de hidréxido de sodio e fosfato de potassio.

[38] Em uma modalidade da invengdo, o anticorpo purificado
contém menos que 5% HMWA, em uma modalidade menos que 3%
HMWA, e em outra modalidade menos que 1% HMWA.

Os anticorpos

[39] As preparacdes de anticorpos da invencdo podem ser iso-
ladas de véarias fontes incluindo, mas nao limitadas a soro de animais
imunizados, fluido ascites, sobrenadantes de hibridoma ou mieloma,
meio condicionado derivado de cultivo de uma linhagem de célula re-
combinante que expressa a molécula de anticorpo e de todos os extra-
tos de células de células produzindo anticorpos. Em uma modalidade
da invencédo, os anticorpos de meios de cultura de células condiciona-

das de linhagens de células recombinantes produzindo anticorpos sao
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purificados. Apesar de se esperar alguma variacao de linhagem de cé-
lula a linha de célula e dentre os varios produtos de anticorpos, com
base na descricdo aqui, os versados na técnica conhecem bem uma
adaptacdo da invencdo aqui a uma combinacédo particular de proteina
de anticorpos e producao de linha de célula.

[40] Para fins de ilustracdo apenas, esta invencéo foi aplicada a
purificacdo de varios anticorpos de isotipo IgG e pl basico. Mais espe-
cificamente, esta invencéo foi aplicada a anticorpos monoclonais con-
tra GDF-8 descritos pelo pedido de patente provisoério de patente US
60/419 964 (a seguir "Myo-29"), anticorpos monoclonais especifica-
mente reativos com o antigeno CD22 descrito no pedido de patente
US 10/ 428 894 (a seguir "anti-CD22"), e anticorpos monoclonais con-
tra antigeno Abeta descrito no pedido internacional no.
PCT/US01/46587 (a seguir " anti-Abeta”). A construcdo de sistemas
recombinantes para a producdo de Myo-29 e os anticorpos CD22 e
Abeta é detalhada nos pedidos acima mencionados.

2. Aresina de hidroxiapatita

[41] Vérias resinas cromatograficas de hidroxiapatita sdo co-
mercialmente disponiveis, e qualquer forma disponivel do material po-
de ser usada na pratica desta invencdo. Em uma modalidade da in-
vencdo, a hidroxiapatita estd em forma cristalina. As hidroxiapatitas
para uso nesta invencao podem ser as que sdo aglomeradas para
formar particulas e sinterizadas em temperaturas elevadas em uma
massa ceramica porosa estavel.

[42] O tamanho de particula da hidroxiapatita pode variar am-
plamente, mas um tamanho de particula tipico esta na faixa de 1 um a
1.000 um de diametro, e pode ser de 10 um a 100 um. Em uma moda-
lidade da invencao, o tamanho de particula € de 20 um. Em outra mo-
dalidade da invencédo, o tamanho de particula € de 40 um. Em ainda

outra modalidade da invencéo, o tamanho de particula € de 80 pum.
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[43] Varios suportes cromatograficos podem ser empregados na
preparacdo de colunas de cHA, os mais extensivamente usados sao
hidroxiapatita tipo | e tipo Il. O tipo | tem uma capacidade de ligacao a
proteina elevada e melhor capacidade para proteinas acidas. O tipo I,
no entanto, tem uma menor capacidade de ligacdo a proteina, mas
tem uma melhor resolucédo de acidos nucleicos e algumas proteinas. O
material de tipo Il também tem uma afinidade muito baixa para albumi-
na e é especialmente apropriado para a purificacdo de muitas espé-
cies e classes de imunoglobulinas. A escolha de um tipo de hidroxia-
patita particular pode ser determinada pelo versado na técnica.

[44] Esta invencdo pode ser usada com resina de hidroxiapatita
gue é solta, compactada em uma coluna, ou em um cromatdgrafo
anual continuo. Em uma modalidade da invencéo, a resina de hidroxi-
apatita ceramica é compactada em uma coluna. A escolha de dimen-
sfes de coluna pode ser determinada pelo versado na técnica. Em
uma modalidade da invencéo, um diametro de coluna de pelo menos
0,5 cm com uma altura de leito de cerca de 20 cm pode ser usado pa-
ra a purificagcdo em escala pequena. Em uma modalidade adicional da
invengao, um diametro de coluna de cerca de 35cm a cerca de 60 cm
pode ser usado. Em ainda outra modalidade da invencdo, um diametro
de coluna de 60 cm a 85 cm pode ser usado. Em algumas modalida-
des da invencdo, uma suspenséao de resina de hidroxiapatita ceramica
em solucdo de NaHPO4 de 200 mM a pH 9,0 pode ser usada para
compactar a coluna em uma taxa de fluxo constante de cerca de 4
cm/min ou com gravidade.

2. ComposicOes de tampao e condi¢Oes de carga

[45] Antes de contatar a resina de hidroxiapatita com a prepara-
cao de anticorpo, pode ser necessario ajustar os parametros como pH,
resisténcia idnica, e temperatura e, em alguns casos, a adicdo de

substancias de tipos diferentes. Assim, € uma etapa opcional realizar
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um equilibrio da matriz de hidroxiapatita por lavagem da mesma com
uma solucéo (por exemplo um tampé&o para ajustar o pH, resisténcia
ibnica, etc, ou para a introducdo de um detergente), com as caracteris-
ticas necessarias para purificacdo da preparacdo de anticorpos.

[46] Em cromatografia de hidroxiapatita em modo de ligagéo /
fluxo transpassante em combinacéo, a matriz de hidroxiapatita € equi-
librada e lavada com uma solucdo, assim ocasionando as caracteristi-
cas necessarias para purificacdo da preparacao de anticorpo. Em uma
modalidade da inven¢do, a matriz pode ser equilibrada usando uma
solucdo contendo de 0,01 a 2,0 M de NaCl em pH levemente béasico a
levemente acido. Por exemplo, o tampéao de equilibrio pode conter 1 a
20 mM de fosfato de sédio, em outra modalidade pode conter 1 a 10
mM de fosfato de sédio, em outra modalidade pode conter 2 a 5 mM
de fosfato de sdédio, em outra modalidade pode conter 2 mM de fosfato
de sédio, e em outra modalidade pode conter 5 mM de fosfato de so-
dio. O tampao de equilibrio pode conter 0,01 a 2,0 M de NaCl, em uma
modalidade, 0,025 a 0,5 M de NaCl, em outra modalidade, 0,05 M de
NacCl, e em outra modalidade 0,1M de NaCl. O pH do tampéo de carga
pode estar na faixa de 6,2 a 8,0. Em uma modalidade, o pH pode ser
de 6,6 a 7,7, e em outra modalidade o pH pode ser 7,3. O tampéo de
equilibrio pode conter 0 a 200 mM arginina, em outra modalidade pode
conter 120 mM arginina, e em outra modalidade pode conter 100 mM
arginina. O tampé&o de equilibrio pode conter 0 a 200 mM HEPES, em
outra modalidade pode conter 20 mM HEPES, e em outra modalida-
de pode conter 100 mM HEPES.

[47] A preparacdo de anticorpos pode ser trocada de tampéao
em um tampao apropriado ou tamp&o de carga na preparacdo para
cromatografia de hidroxiapatita de modo de fluxo transpassante. Em
outra modalidade da invencéo, a preparacao de anticorpos pode ser

trocada de tampdo em um tampao de carga contendo 0,2 a 2,5 M de
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NaCl em pH levemente acido a levemente basico. Por exemplo, o
tampdao de carga pode conter 1 a 20 mM de fosfato de sédio, em outra
modalidade pode conter 2 a 8 mM de fosfato de sodio, em outra moda-
lidade pode conter 3 a 7 mM de fosfato de sodio, e em outra modali-
dade pode conter 5 mM de fosfato de sdédio. O tamp&o de carga pode
conter 0,2 a 2,5 M de NaCl, em uma modalidade, 0,2 a 1,5 M de NacCl,
em outra modalidade, 0,3 a 1,09 M de NaCl, e em outra modalidade,
350 mM de NaCl. O pH do tampao de carga pode estar na faixa de 6,4
a 7,6. Em uma modalidade, o pH pode ser de 6,5 a 7,0, e em outra
modalidade o pH pode ser 6,8.

[48] O contato de uma preparacédo de anticorpos para a resina
de hidroxiapatita em modo de ligacdo, modo de fluxo transpassante,
ou combinagdes dos mesmos pode ser realizado em uma coluna de
leito compactado, uma coluna de leito fluidizado/ expandido, contendo
a matriz de fase sodlida, e/ou uma operacéo de batelada simples, onde
a matriz em fase soélida € misturada com a solu¢do durante um certo
tempo.

[49] ApoOs contatar a resina de hidroxiapatita com a preparacao
de anticorpos, realiza-se opcionalmente um procedimento de lava-
gem. No entanto, em alguns casos, onde uma pureza muito elevada
da imunoglobulina ndo é critica ou o fluxo transpassante adicional
de anticorpo nao é requerido, o procedimento de lavagem pode ser
omitido, economizando uma etapa de processo assim como solucéo
de lavagem. Os tampdes de lavagem empregados irdo depender da
natureza da resina de hidroxiapatita, o0 modo de cromatografia de
hidroxiapatita sendo empregado, e assim podem ser determinados
por um versado na técnica. No modo de fluxo transpassante, e mo-
do de ligacéo / fluxo transpassante em combinacéo, o fluxo trans-
passante de anticorpo purificado obtido apés uma lavagem opcional

da coluna pode ser reunidos com outras fragcdes de anticorpo purifi-
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cado.

[50] No modo de ligacdo, o anticorpo pode ser eluido da coluna
apos um procedimento de lavagem opcional. Para eluicdo do anticorpo
da coluna, a invencdo usa um tampdao fosfato de elevada resisténcia
ibnica contendo cerca de 0,2 a 2,5 M de NaCl em pH levemente &cido
a levemente basico. Por exemplo, o tampéao de eluicdo pode conter 1 a
20 mM de fosfato de sédio, em outra modalidade pode conter 2 a 8
mM de fosfato de sédio, em outra modalidade pode conter 2 a 6 mM
de fosfato de sddio, em outra modalidade pode conter 3 mM de fosfato
de sédio, e em outra modalidade pode conter 5 mM de fosfato de s6-
dio. O tampéo de eluicdo pode conter 0,2 a 2,5 M de NaCl, em uma
modalidade 0,2 a 1,5 M de NaCl, em outra modalidade 0,3 a 1,1 M de
NaCl, em outra modalidade, 1,0 M de NaCl, e em outra modalidade,
0,35 M de NaCl. O pH do tampé&o de eluicdo pode estar na faixa de 6,4
a 7,6. Em uma modalidade, o pH pode ser de 6,5 a 7,3, em outra mo-
dalidade o pH pode ser 7,2, e em outra modalidade o pH pode ser 6,8.
O tampéo de eluicdo pode ser alterado para eluicdo do anticorpo da
coluna em um gradiente em etapas ou continuo.

[51] Em tanto em modo de ligacdo, como em fluxo transpassan-
te, e combinacbes dos mesmos, uma matriz em fase solida pode ser
opcionalmente limpa, isto é, extraida e regenerada, apds eluicdo ou
fluxo transpassante do anticorpo. Este procedimento € tipicamente
realizado regularmente para minimizar o acumulo de impurezas sobre
a superficie da fase solida e/ou para esterilizar a matriz para evitar
contaminacdo do produto com microorganismos.

[52] Os componentes de tampao podem ser ajustados de acor-
do com o conhecimento do versado na técnica. As faixas de composi-
céo de tampé&o de amostra e exemplos para o0 modo de ligacdo, modo
de fluxo transpassante, e modo de ligagao /fluxo transpassante em

combinacdo sdo dadas na tabela 1, tabela 2 e tabela 3, respectiva-
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usada para otimizar de modo eficaz as condicbes de tampéo para a
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cromatografia de coluna de cHA.

Tabela 1 - Faixas de composicdo de tampao de exemplo para modo

de ligacdo
Tampao Faixa de composigéo Composicgao (s) exemplo
Equilibrio 1 10 mM a 500 mM de fosfato de sddio 0,3 M fosfato de sédio
1,0 M de NaCl 1,0M de NaCl
pH6,4a74 pH 6,8
Equilibrio 2 1 a 20 mM de fosfato de sodio 0 a 200 mM de | 5,0 mM de fosfato de sédio
NaCl 50 mM de NaCl
pH6,4a74 pH 7,2
Lavagem 1 a 20 mM de fosfato de sédio 5,0 mM de fosfato de sédio
0 a 200 mM de NaCl 50 mM de NaCl
pH6,4a74 pH 7,2
Eluicéo 1 a 20 mM de fosfato de sédio 5,0 mM de fosfato de sddio
0,2 a2,5Mde NaCl 350 mM de NaCl
pH6,4a7,6 pH 6,8; ou
3,0 mM de fosfato de sédio
1,0 M de NaCl
pH 7,2
Extragao 10 mM a 500 mM de fosfato de sédio 0,3 M fosfato de sodio
1,0 M de NaCl 1,0 M de NaCl
pH6,4a74 pH 6,8
Regeneracéo 0,5 a 1,0 M fosfato de potassio 1,0 M NaOH 0,5 M fosfato de potassio 1,0 M NaOH
Armazenagem 10 a 50 mM NaOH 20 mM NaOH

Tabela 2. Faixas de composicao de tampao de exemplo para modo de

fluxo transpassante

Tampéo

Faixa de composi¢éo

Composicéo de exemplo

Equilibrio 1

10 mM a 500 mM de fosfato de sodio
1,0 M de NaCl
pH6,4a74

0,3 M fosfato de sodio
1,0M de NaCl
pH 6,8

Equilibrio 2

1 a 20 mM de fosfato de sédio 0,2 a 2,5 M de NaCl
pH6,4a7,6

5,0 mM de fosfato de sédio
350 mM de NaCl
pH 6,8

Tampado de carga

1 a 20 mM de fosfato de sédio
0,2 a 2,5 M de NaCl
pH6,4a7,6

5,0 mM de fosfato de sédio
350 mM de NacCl
pH 6,8
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Lavagem 1 a 20 mM de fosfato de sédio 5,0 mM de fosfato de sodio
0,2a2,5M de NaCl 350 mM de NaCl
pH6,4a7,6 pH 6,8
Extragdo 10 mM a 500 mM de fosfato de sédio 0,3 M fosfato de soédio
1,0 M de NaCl 1,0 M de NaCl
pH6,4a74 pH 6,8
Regeneragéo 0,5 a 1,0 M fosfato de potassio 1,0 M NaOH 0,5 M fosfato de potassio 1,0 M NaOH
Armazenagem 10 a 50 mM NaOH 20 mM NaOH

Tabela 3. Faixas de composicao de tampao de exemplo para modo de

ligacao / fluxo transpassante em combinacao

Tampao Faixa de composigéo Composicgdao (s) exemplo
Equilibrio 1 10 mM a 500 mM de fosfato de sédio 0,3 M fosfato de sédio
1,0 M de NaCl 1,0M de NaCl
pH6,4a74 pH 6,8
Equilibrio 2 1 a 20 mM de fosfato de sédio 0,01 a 2,0 M de NaCl 2,0 mM de fosfato de sddio
0 a 200 mM arginina 50 mM de NaCl, 100 mM arginina
0 a 200 mM HEPES 100 mM HEPES, pH 7,3; ou
pH 6,2 a 8,0 5,0 mM de fosfato de so6dio
100 mM de NaCl, 120 mM arginina,
20 mM HEPES, pH 7,3
Lavagem 1 a 20 mM de fosfato de sédio 2,0 mM de fosfato de sddio
0,01 a 2,0 M de NaCl 50 mM de NacCl, 100 mM arginina
0 a 200 mM arginina 100 mM HEPES, pH 7,3; ou
0 a 200 mM HEPES 5,0 mM de fosfato de sddio
pH 6,2 28,0 100 mM de NaCl, 120 mM arginina,
20 mM HEPES, pH 7,3
Extracéo 10 mM a 500 mM de fosfato de sodio 0,3 M fosfato de sodio
1,0 M de NaCl 1,0 M de NaCl
pH6,4a74 pH 6,8
Regeneracéo 0,5 a 1,0 M fosfato de potassio 1,0 M NaOH 0,5 M fosfato de potassio 1,0 M NaOH
Armazenagem | 10 a 50 mM NaOH 20 mM NaOH
[53] Em uma modalidade da invencao, a carga sobre a resina

de cHA pode estar, por exemplo, em um desafio de carga de < 20
mg/ml e um nivel de agregado de partida na carga de < 40% de
HMWA. Em algumas modalidades da invencéo, um desafio de carga
de 1,8 a 10,4 mg/ml pode ser usado com um nivel de agregado de par-
tida na carga de cerca de 15%.

[54]
cHA é carregada em um desafio de carga de pelo menos 20 mg/ml e

Em uma modalidade adicional da invencao, a resina de

um nivel de agregado de partida na carga de < 40% de HMWA. Em

algumas modalidades da invencdo, um desafio de carga de 30 a 40
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mg/ml pode ser usado com um nivel de agregado de partida na carga
de cerca de 27%.

3. Etapas opcionais adicionais

[55] Apesar de ter sido descoberto que a cromatografia de hi-
droxiapatita pode ser usada sozinha para separar IgG monomérico de
agregados, como acima mencionado, o0 método de purificacdo da in-
vencao pode ser usado em combinacdo com outras técnicas de purifi-
cacdo de proteinas. Em uma modalidade da invencdo, uma ou mais
etapas precedendo a etapa de hidroxiapatita pode ser desejavel para
reduzir o desafio de carga dos contaminantes ou impurezas. Em outra
modalidade da invencdo, uma ou mais etapas de purificacdo apos a
etapa de hidroxiapatita podem ser desejaveis para remover contami-
nantes ou impurezas adicionais.

[56] O procedimento de purificacdo de cHA descrito pode ser
opcionalmente combinado com outras etapas de purificacao incluindo,
mas ndo limitadas a cromatografia de Proteina A, cromatografia de
afinidade, cromatografia de interacdo hidrofébica, cromatografia de
afinidade de metal imobilizado, cromatografia de exclusdo de tamanho,
diafiltracéo, ultra filtrac&o, filtracdo de remocéao viral e/ou cromatografia
de troca ibnica.

[57] Em uma modalidade, antes da etapa de purificacdo de cHA,
0s meios de coleta podem ser opcionalmente purificados inicialmente
por uma etapa de cromatografia de Proteina A. Por exemplo, PRO-
SEP-A® (Millipore, U.K.), que consiste em Proteina A covalentemente
copulada em vidro de poro controlado, pode ser geralmente emprega-
do. Outras formulagbes de Proteina A utilizaveis incluem colunas de
Sepharose de Proteina A FAST FLOW® (Amersham Biosciences, Pis-
cataway, NJ), de Proteina A TOYOPEARL® 650M (TosoHaas Co., Phi-
ladelphia, PA), e MABSELECT® (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ).
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[58] Como uma etapa opcional anterior a purificacdo de cHA,
cromatografia de troca ibnica pode ser empregada. Neste aspecto, va-
rios substituintes aniénicos ou catidénicos podem ser fixados nas matri-
zes a fim de

[59] formar suportes aniénicos ou catidénicos para cromatografia.
Os substituintes de troca anidnica incluem dietilaminoetila (DEAE), tri-
metilaminoetil acrilamida (TMAE), grupos aminoetila quaternaria (QAE)
e amina quaternaria (Q). Os substituintes de troca catiénicos incluem
carboximetila (CM), sulfoetila (SE), sulfopropila (SP), fosfato (P) e sul-
fonato (S). Resinas de troca ibnica celulésicas como DE23, DE32,
DE52, CM-23, CM-32 e CM-52 séo disponiveis de Whatman Ltd.
Maidstone, Kent, U.K. Os trocadores i6nicos reticulados e a base de
Sephadex sdo também conhecidos. Por exemplo, DEAE-, QAE-, CM-,
e SP-Sephadex, e DEAE-, Q-, CM- e S-Sepharose, e Sepharose sao
todos disponiveis de Amersham Biosciences, Piscataway, NJ. Ainda,
copolimero de etileno glicol-metacrilato derivatizado tanto de DEAE
como de CM, como TOYOPEARL® DEAE-650S ou M e TOTYPEARL®
CM-650S ou M séo disponiveis de Toso Haas Co., Philadelphia, PA.
[60] Em uma modalidade da invencdo, cromatografia de troca
ibnica pode ser usada em modo de ligacdo ou modo de fluxo trans-
passante.

[61] Em algumas modalidades, a etapa de cromatografia de
Proteina A € conduzida em primeiro, a etapa de troca anidnica € con-
duzida em segundo, e a etapa de cHA é conduzida em terceiro lugar.
4. Remocéo de Impurezas Adicionais

[62] Além da remocdo de HMWA, a cromatografia de cHA foi
demonstrada como utilizavel para remover outras impurezas de prepa-
racoes de anticorpos. Outras impurezas que podem ser removidas pe-
los métodos de cromatografia de cHA da invencéo incluem, mas nao

sao limitadas a DNA, proteina de célula hospedeira, virus adventicios,
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e contaminantes de Proteina A de etapas de purificagdo anteriores.
[63] Em uma modalidade da invencéo, a invencdo é capaz de
remover a Proteina A da preparacéo de anticorpo. Em algumas moda-
lidades desta invencéo, a quantidade de Proteina A presente na pre-
paracéo final pode ser significantemente reduzida, como de 300 ppm a
menos que 1 ppm.

Exemplos

[64] Os seguintes exemplos sdo oferecidos para fins de ilustra-
cao apenas.

Exemplo 1: Purificacao de um Anticorpo Anti-GDF-8

[65] O processo de purificacao descrito abaixo foi desenvolvido
para um anticorpo monoclonal anti-GDF-8 (referido aqui como "Myo-
29"). O anticorpo Myo-29 € um anticorpo subtipo IgG1 e tem um pl de
aproximadamente 8.1. O processo de purificagdo era composto de trés
etapas cromatogréficas (afinidade de Proteina A, troca anionica, e hi-
droxiapatita), uma etapa de inativacao viral, e uma etapa de ultrafiltra-
cao/diafiltracéo para concentrar e trocar o produto em um tampé&o final.
Todas as etapas foram realizadas a 18 a 25 °C, exceto a etapa de
cromatografia de Proteina A, que foi cicladaa 2 a 8 °C.

[66] O processo de purificacéo pode ser normalizado para qual-
quer escala. As taxas de fluxo lineares listadas sé&o independentes do
didmetro da coluna e as rela¢gBes de carga sdo em massa por volume
unitario. A etapa de cromatografia de Proteina A pode ser ciclada mul-
tiplas vezes por batelada para acomodar variadas quantidades de titu-
lo de cultura celular no biorreator do coletor. Cada ciclo é considerado
uma operacao unitaria separada e a poca de eluicdo € mantida para a
préxima etapa. A etapa de Proteina A tem uma capacidade de aproxi-
madamente 35 gramas de Myo-29 por litro de MabSelect. As etapas a
jusante do processo (por exemplo, cromatografia de troca anidnica e

cromatografia de hidroxiapatita ceramica) sdo escalonadas para aco-
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modar aproximadamente 15 gramas de Myo-29 por litro de resina de
troca anionica e em torno 10 gramas de Myo-29 por litro de resina de
hidroxiapatita ceramica.

Remocéao de Células de Cultura

[67] O anticorpo Myo-29 foi expressado em células de ovario de
hamster chinés (CHO) e foi cultivado em um biorreator de tanque agi-
tado de 2500 L. Para coletar o fluido de cultura, as células foram re-
movidas usando um dispositivo de microfiltragcdao Prostak (Millipore,
Billerica, MA). O meio condicionado depurado (CCM) foi coletado para
a primeira etapa cromatografica, cromatografia de Proteina A.

2. Etapa de purificacdo de cromatografia de afinidade de Proteina
A

[68] Uma coluna MabSelect de 17,7 L (30 cm de diametro x 25
cm de altura) de resina de Proteina A recombinante (Amersham Bios-
ciences, Piscataway, NJ) foi equilibrada com 5 volumes de coluna de
um tampéo de equilibrio (10 mM de Tris, 100 mM de NaCl, pH 7,5). O
CCM foi aplicado na coluna em uma taxa de fluxo de 2,5 cm/min e um
desafio de carga de 35 g de Myo-29 por litro de resina. Apos carregar
a coluna, ela foi lavada com 5 volumes de coluna de um tampéao de
lavagem de teor de sal elevado (20 mM de Tris, 1,0 M de NaCl, pH
7,5) e entdo com 10 volumes de coluna em um tampéao de lavagem de
teor de sal baixo (10 mM de Tris, 100 mM de NaCl, pH 7,5). O Myo-29
foi eluido por aplicacdo de 6 volumes de coluna de um tampéo de elui-
¢céo (100 mM de arginina, 50 mM de NaCl, pH 3,0). A poca de eluicdo
foi entdo mantida a um pH de 3,6 £ 0,5 para 1,5 £ 0,5 hora como uma
medida profilatica para facilitar a inativagdo de contaminantes virais
adventicios potenciais. A poca de eluicdo foi entdo neutralizada a pH
7,3 com 2 M de tampéo HEPES a pH 8,0, para evitar a degradacéo de
porcdes labeis de acido de Myo-29.

[69] Efluentes de coluna foram monitorados por varios parame-
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tros, incluindo inspecéo visual de perfis cromatograficos de condutivi-
dade e de absorbancia de UV, e a recuperacao de produto usando
HPLC de Proteina A para o titulo de carga e absorbancia a 280 nm
para a concentracao de poca de eluicao.

[70] A coluna foi extraida com 6M de HCI de guanidina e entdo
lavada com tampéao de lavagem de extracdo (10 mM de Tris, 100 mM
de NaCl, pH 7,5). A coluna foi armazenada em 16% de etanol.

3. Etapa de purificacdo de cromatografia de troca anidnica

[71] O eluente de coluna de Proteina A foi ainda purificado por
cromatografia de troca anidnica em uma coluna de 75 L (80 cm de di-
ametro X 15 cm de comprimento) de resina Q SEPHAROSE FF
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). A coluna foi equilibrada
com 5 volumes de coluna de um primeiro tampao de equilibrio (20 mM
de HEPES, 1000 mM de NaCl, pH 7,3) e entdo com 5 volumes de co-
luna de um segundo tampéo de equilibrio (100 mM de arginina, 50 mM
de NaCl, 100 mM de HEPES, pH 7,3). O eluente de coluna de Protei-
na A foi aplicado na coluna equilibrada em uma taxa de fluxo de 2,5
cm/min e uma relagao de carga de 15 gramas de Myo-29 por litro de
resina. Apdés carregar, a coluna foi lavada com 5 volumes de coluna do
segundo tampéo de equilibrio. O fluxo transpassante da coluna de tro-
ca anionica foi coletado.

[72] O fluxo transpassante de coluna coletado foi monitorado
por varios parametros, incluindo inspecao visual de perfis cromatogra-
ficos de condutividade e de absorbéancia de UV, e a recuperacéo de
produto usando absorbancia a 280 nm.

[73] A coluna de troca anibnica foi extraida com tampéao de ex-
tracao (20 mM de HEPES, 1 M de NaCl, pH 7,3) e regenerada com
tampdao de regeneracdo (500 mM de NaOH, 1 M de NaCl, pH 13,3). A
coluna foi armazenada em 0,01 M de NaOH.

4. Filtrac&o para reter virus
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[74] O objetivo desta etapa opcional foi a remocao de particulas
semelhantes a retrovirais, que podem estar presentes em cultura de
células CHO e para prover uma seguranca adicional através da remo-
cdo de contaminantes virais adventicios em potencial. O fluxo trans-
passante de coluna de troca anibnica foi coletado e passado através
de um filtro de uso unico Planova de 35 nm (Asahi-Kasei Corp., New
York, NY). O produto restante no médulo foi recuperado por passagem
em tampéao de lavagem de coluna de troca aniénica (100 mM de argi-
nina, 50 mM de NacCl, 100 mM de HEPES, pH 7,3) através do disposi-
tivo.

[75] A recuperacdo do produto apés a filtracdo de retencéo de
virus foi avaliada por absorbancia a 280 nm e analise SDS-PAGE de
poca Planova em comparacdo com os dados de desempenho histori-
COs.

5. Etapa de purificacdo de cromatografia de cHA

[76] A solucéo filtrada viral foi ainda purificada com uma coluna
de hidroxiapatita (60 cm x 20 cm) compactada com resina de cHA tipo
Il, 40 uM de tamanho de particula (BioRad, Hercules, CA). A coluna foi
equilibrada com 3 volumes de coluna de tampéo de equilibrio 1 (0,3 M
de fosfato de sodio, 1,0 M de NaCl, pH 6,8). Uma segunda etapa de
equilibrio foi conduzida com 4 volumes de coluna de tampéo de equili-
brio 2 (5 mM de fosfato de sodio, 50 mM de NaCl, pH 7,2). O meio
parcialmente purificado foi carregado sobre a resina em um tampéao de
carga 1:1 (v/v) (10 mM de fosfato de sodio, pH 7,2) e em uma taxa de
fluxo de 2,5 cm/min. A coluna de cHA foi lavada com 3 volumes de co-
luna de um tampé&o de lavagem (5 mM de fosfato de sodio, 50 mM de
NacCl, pH 7,2). O anticorpo Myo-29 foi eluido de resina de cHA usando
6 volumes de coluna de um tampéao de eluicdo (5 mM de fosfato de
sédio, 350 mM de NacCl, pH 6,8).

[77] A etapa de purificagcdo de cHA foi monitorada por inspecéo
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visual de perfis cromatograficos de condutividade e de absorbancia de
UV, recuperacao de produto por absorbancia a 280 nm, remocgéo por
HMWA como determinado por analise de cromatografia de excluséo
de tamanho (SEC), e remocao de Proteina A, como determinado por
um teste imunossorvente ligado a enzima competitivo (ELISA).

[78] A coluna de cHA foi extraida com tampéao de extracdo (0,3
M de fosfato de sddio, 1,0 M de NaCl, pH 6,8) e regenerado com tam-
pao de regeneracéo (0,5 M de fosfato de potéassio, 1,0 M de NaOH, pH
13,3). A coluna foi armazenada em 0,02 M de NaOH. A Tabela 4 de-
monstra que a cromatografia de cHa efetivamente remove as impure-
zas em HMWA das preparacfes de anticorpo. Além disso, a cromato-
grafia de cHA é capaz de remover outras impurezas, como Proteina A.

Tabela 4. Rendimentos de mondmero de anticorpos e depuracao de

HMWA
Amostra % de carga HMWA | % de pico HMWA | Carga ProA (ppm) Pico ProA
1 14,6 1,0 17 BLOQ*
2 16,4 0,7 20 BLOQ
3 15,1 1,6 23 BLOQ
4 16,0 0,9 13 BLOQ
[79] *BLOQ = abaixo do limite de quantificacéo de 1 ng/ml.

6. Ultrafiltracao/diafiltracao e filtragao final

[80] A poca de eluicdo de cHA foi passada através de um siste-
ma de ultrafiltracdo de fluxo tangencial usando cassetes de PLCTK
Pellicon 2 (Millipore, Billerica, MA) composto de uma membrana de
celulose regenerada compésita, com um limite de peso molecular no-
minal de 30.000. Os objetivos desta etapa foram concentrar e trocar,
em tampao, a poca do produto de cHA no tampéao de formulacdo. A
poca do produto de cHA foi salpicada com uma solucédo a 50% saca-
rose (p/v) para levar a concentracdo de sacarose a 2%. O anticorpo
Myo-29 foi concentrado a aproximadamente 20 gL, entdo diafiltrado
com aproximadamente > 9 volumes de lavagem de tampéao de formu-

lacdo (0,01 M de L-histidina, 2% de sacarose, pH 6,0). Ao completar a
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diafiltracéo, o produto foi ainda concentrado a aproximadamente 60 gL-
1 e recuperado do aparelho por dreno por gravidade e um sopro de ar
descendente, seguido por lavagem dos canais de retengcdo com o
tampéo de formulacdo. O alvo de concentracdo do Myo-29 na subs-
tancia de droga € de > 35 g/L.

[81] A substancia de droga Myo-29 foi finalmente filtrada através
de um filtro de 0,22 micron, equilibrado com tampéo de formulac&o
(0,01 M de L-histidina, 2% de sacarose, pH 6,0), dividida em aliquotas
em frascos, e entdo armazenada a -80 °C.

Exemplo 2: Purificagdo de cHA de um anticorpo anti-GDF-8
Preparacado usando resinatipo |

[82] O anticorpo Myo-29 também foi purificado com sucesso
usando resina de cHA do tipo I, 40 uM do tamanho da particula, com-
pactada em uma coluna de 3,1 L. A coluna foi equilibrada com 3 volu-
mes de coluna de tampao de equilibrio 1 (0,3 M de fosfato de sodio,
1,0 M de NaCl, pH 6,8). Uma segunda etapa de equilibrio foi conduzi-
da com 4 volumes de coluna de tampéao de equilibrio 2 (5 mM de fosfa-
to de sédio, 50 mM de NacCl, pH 7,2). O meio parcialmente purificado
de uma etapa de purificacdo de troca anidnica foi carregado sobre a
resina em um desafio de carga de 35 mg/ml e em uma taxa de fluxo de
1,5 cm/min. A coluna de cHA foi lavada com 3 volumes de coluna de
um tampdao de lavagem (5 mM de fosfato de sddio, 50 mM de NaCl,
pH 7,2). O anticorpo Myo-29 foi eluido de resina de cHA usando 6 vo-
lumes de coluna de um tampé&o de elui¢cdo (3 mM de fosfato de sddio,
1,0 M de NaCl, pH 7,2).

[83] A coluna de cHA foi extraida com tampéo de extracéo (0,3
M de fosfato de sdodio, 1,0 M de NacCl, pH 6,8) e regenerada com tam-
pao de regeneracéo (0,5 M de fosfato de potassio, 1,0 M de NaOH, pH
13,3). A coluna foi armazenada em 0,02 M de NaOH.

[84] A etapa de purificacdo de cHA foi monitorada por inspecéo
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visual de perfis cromatograficos de condutividade e de absorbancia de
UV, recuperacao de produto por absorbancia a 280 nm, remogé&o por
HMWA como determinado por analise de cromatografia de excluséo
de tamanho (SEC), e remocao de Proteina A, como determinado por
um teste imunossorvente ligado a enzima competitivo (ELISA). Como
mostrado na tabela 5, a purificacdo de cHA usando resina do tipo | foi
capaz de diminuir o HMWA percentual de 27% a 0,9% no primeiro ci-
clo, e ainda diminuir o HMWA percentual a 0,6% no segundo ciclo.
Além disso, a resina do tipo | acomodou um desafio de carga maior do
gue a resina de tipo I, enquanto ainda produzindo um rendimento de
mondmero suficiente. Finalmente, a purificacdo de cHA usando resina
do tipo | é capaz de diminuir a quantidade de impureza de Proteina A.

Tabela 5. Depuracdo de HMWA e rendimentos de mondmero de anti-

corpo usando resina tipo |

Amostra % de HMWA % de rendimento de monémero Proteina A (ppm)
carga cHA 27,0 N/A 169
pico cHA (ciclo #1) 0,9 86,6 BLOQ*
pico cHA (ciclo #2) 0,6 86,6 BLOQ

*BLOQ = abaixo do limite de quantificacao de 1 ng/mi

Exemplo 3: Purificacdo de cHA de uma preparacédo de anticorpo
anti-CD22 e uma preparacao de anticorpo anti-Abeta usando resi-
na do tipo |

[85] O processo de purificacdo de cHA descrito no exemplo 2
também foi capaz de remover suficientemente HMWA de tanto um an-
ti-CD22 e como de um anti-Abeta exemplo 2, com a excecao que o
mondmero de anticorpo purificado foi eluido com gradiente em 15 vo-
lumes de coluna de tampéo de eluicdo (3 mM de fosfato de sodio, 1,5
M de NaCl, pH 7,2).

[86] Como demonstrado na tabela 6, a purificacdo de cHA
usando resina do tipo | foi capaz de diminuir HMWA na preparacéo de
anticorpo anti-CD22 a 0,5% e na preparacéo de anticorpo anti-Abeta a

abaixo do limite de deteccdo. Além disso, a etapa de purificacdo de
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cHA foi capaz de remover os contaminantes de Proteina A da prepa-
ragao de anticorpos.

Tabela 6. Depuracdo de HMWA e rendimentos de monomero de anti-

corpos usando resina do tipo | na purificacdo de preparacdes de anti-

corpos anti-CD22 e anti-Abeta

Amostra % de HMWA % de rendimento de monémero Proteina A (ppm)
carga anti-CD22 3,7 N/A 30
pico anti-CD22 0,5 87 BLOQ*
carga anti-Abeta 1,87 N/A 40
pico anti-Abeta 0,0 89 BLOQ

*BLOQ = abaixo do limite de quantificacao de 1 ng/mi

Exemplo 4: Purificacdo de cHA em modo de fluxo transpassante
de um anticorpo anti-GDF-8

[87] O anticorpo Myo-29 também foi purificado com sucesso
usando um protocolo de purificagdo de cHA de modo de fluxo trans-
passante. Uma coluna Vantage de 1,6 x 20 cm (Millipore, Billerica, MA)
foi compactada em 200 mM de fosfato de sodio dibasico, pH 9,0 usan-
do hidroxiapatita ceramica de macro-prep do tipo I, 40 uM da resina
do tamanho de particula (BioRad, Hercules, CA). A coluna foi equili-
brada com 3 volumes de coluna de tamp&o de equilibrio 1 (300 mM de
fosfato de sédio, 1,0 M de NacCl, pH 6,8) e 3 volumes de coluna de
tampéo de equilibrio 2 (350 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de sddio,
pH 6,8). A preparacao do anticorpo Myo-29 foi trocada em tampé&o em
um tampao de carga contendo 350 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de
sédio, pH 6,8 e entdo carregada sobre a coluna de cHA. A coluna foi
lavada com tampéao de lavagem (350 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de
sédio, pH 6,8), extraida com tampé&o de extracdo (300 mM de fosfato
de sadio, 1,0 M de NaCl, pH 6,8), e entdo regenerada com tampéo de
regeneracdo (500 mM de fosfato de potéssio, 1,0 M de NaOH, pH
13,3). Todas as taxas de fluxo foram mantidas a 2,5 a 3 cm/min. Os
efluentes de coluna foram analisados por SEC-HPLC usando um sis-
tema HPLC.
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[88] Um resumo da recuperacdo de Myo-29 e remocdo de
HMWA da preparacdo de anticorpo € apresentado na tabela 7. A pre-
paracédo inicialmente continha 14,4% de HMWA (carga), que foi redu-
zida a 0,2% de HMWA (fluxo transpassante) usando o método de puri-
ficacdo de cHA da invencéo.

Tabela 7. Recuperacdo de Myo-29 e remocao de HMWA

Amostra % de recuperacédo de Myo-29 % de HMWA em amostra
carga N/A 14,4
fluxo transpassante 79,6 0,2
lavagem 12,2 1,9
pés-lavagem 15 5,6
extragao 10,3 84,3

Exemplo 5: Purificagdo de cHA em modo de fluxo transpassante
de um anticorpo anti-GDF-8 usando resina do tipo |

[89] Uma coluna Vantage de 1,1 x 21 cm (Millipore, Billerica,
MA) foi compactada em 200 mM de fosfato de sodio dibasico, pH 9,0
usando hidroxiapatita ceramica macro-prep do tipo |, 40 uM de resina
do tamanho de particula (BioRad, Hercules, CA). A coluna foi equili-
brada com 3 volumes de coluna de tampao de equilibrio 1 (300 mM de
fosfato de sédio, 1,0 M de NaCl, pH 6,8) e 3 volumes de coluna de
tampéo de equilibrio 2 (1,0 M de NaCl, 3 mM de fosfato de sédio, pH
7,2). A preparacao de anticorpo de Myo-29 foi trocada com tampao em
um tamp&o de carga contendo 1,0 M de NaCl, 3 mM de fosfato de so-
dio, pH 7,2 e entdo carregada sobre a coluna de cHA em um desafio
de carga de 26 mg/ml. A coluna foi lavada com tampao de lavagem
(1,0 M de NaCl, 3 mM de fosfato de sodio, pH 7,2), extraida com tam-
pao de extracdo (300 mM de fosfato de sédio, 1,0 M de NaCl, pH 6,8),
e entdo regenerada com 5 volumes de coluna de tamp&o de regenera-
cdo (500 mM de fosfato de potassio, 1,0 M de NaOH, pH 13,3). As ta-
xas de fluxo foram mantidas menores do que 90 cm/h para a carga e
lavagem e menores do que 240 cm/h para o resto do processo de puri-
ficacdo. Os efluentes da coluna foram analisados por SEC-HPLC

usando um sistema HPLC.
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[90] A preparacdo de anticorpo inicialmente continha 27,2% de
HMWA (carga), o que foi reduzido a 6,1% de HMWA (fluxo transpas-
sante). Além disso, a recuperacdo de mondémero de anticorpo foi de
72%.

Exemplo 6: Purificacdo de cHA de uma preparacdo de anticorpo
anti-CD22

[91] A purificacdo de cromatografia de HA cerdmica também foi
mostrada como sendo utilizavel na purificacdo de uma preparacédo de
anticorpo anti-CD22. Uma coluna Vantage de 1,6 x 20 cm (Millipore,
Billerica, MA) foi compactada em 200 mM de fosfato de sddio dibasico
a pH 9,0 usando hidroxiapatita ceramica macro-prep do tipo II, 40 uM
de resina de tamanho de particula (BioRad, Hercules, CA). A coluna
foi equilibrada com 3 volumes de coluna de tampé&o de equilibrio 1
(300 mM de fosfato de sédio, 1,0 M de NacCl, pH 6,8) e 3 volumes de
coluna de tamp&o de equilibrio 2 (50 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de
sédio, pH 6,8). Uma preparacao de anticorpo anti-CD22 foi trocada com
tampdo em 50 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de sédio, pH 6,8 e entdo
carregada sobre a coluna de cHA. A coluna foi lavada com 3 volumes de
coluna de tampao de lavagem (50 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de so-
dio, pH 6,8) e entéo eluida com gradiente com 5 mM de fosfato de sodio,
1,0 M de NaCl, pH 6,8 em 15 volumes de coluna. A coluna foi extraida
com tampdao de extracdo (300 mM de fosfato de sddio, 1,0 M de NaCl,
pH 6,8) e entdo regenerada com tampédo de regeneracdo (500 mM de
fosfato de potassio, 1,0 M de NaOH). Todas as taxas de fluxo foram
mantidas a 2,5 a 3 cm/min. Os efluentes da coluna foram analisados por
SEC-HPLC usando um sistema HPLC.

[92] Como mostrado na figura 3, a purificacdo de cHA obteve
sucesso na remocdo de HMWA da preparacdo de anticorpo anti-
CD22. O HMWA percentual na carga foi de 1,7%, enquanto o HMWA

percentual no eluente de cHA foi de 0,0%.
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Exemplo 7: Purificagdo de cHA de um anticorpo anti-Abeta

[93] A purificacdo de cromatografia de HA cerdmica também foi
mostrada como sendo utilizavel na purificacdo de uma preparacao de
anticorpo anti-Abeta. Uma coluna Vantage de 1,6 x 20 cm (Millipore)
foi compactada em 200 mM de fosfato de sédio dibéasico a pH 9,0
usando hidroxiapatita ceramica macro-prep do tipo I, resina de tama-
nho de particula de 40 uM (BioRad, Hercules, CA). A coluna foi equili-
brada com 3 volumes de coluna de tampé&o de equilibrio 1 (300 mM de
fosfato de sédio, 1,0 M de NaCl, pH 6,8) e 5 volumes de coluna de
tampdao de equilibrio 2 (50 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de sodio, pH
6,8). Uma preparacao de anticorpo anti-Abeta foi trocada em tampao
em 50 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de sddio, pH 6,8 e entdo carre-
gada sobre a coluna. A coluna foi lavada com 5 volumes de coluna de
tampao de lavagem (50 mM de NaCl, 5 mM de fosfato de so6dio, pH
6,8) e entdo eluida com gradiente com 5 mM de fosfato de sddio, 1,0
M de NaCl, pH 6,8 em 15 volumes de coluna. A coluna foi extraida
com tampdao de extracdo (300 mM de fosfato de sodio, 1,0 M de NacCl,
pH 6,8) e entdo regenerada com tampao de regeneracao (500 mM de
fosfato de potassio, 1,0 M de NaOH). Todas as taxas de fluxo s&o
mantidas a 2,5 a 3 cm/min. Os efluentes da coluna foram analisados
por SEC-HPLC usando um sistema HPLC.

[94] Como mostrado na figura 4, a purificacdo de cHA obteve
sucesso na remocdo de HMWA da preparacdo de anticorpo anti-
Abeta. O HMWA percentual na carga foi de 2,6%, enquanto o HMWA
percentual no eluente de cHA foi de 0,0%.

Exemplo 8: Avaliacao da atividade de anticorpo Myo-29 purificado
[95] O anticorpo anti-GDF-8 purificado de acordo com o método
descrito no exemplo 1, Myo-29, foi testado para atividade de ligacéo
usando um teste imunossorvente ligado a enzima competitivo (ELISA).

ELISA competitivo pode ser adaptado para testar a atividade de liga-
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cdo de outros anticorpos purificados. Ver por exemplo, Antibodies: A
Laboratory Manual, Harlow and Land (eds.), 1988, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Um receptor de GDF-8,
ActRIIB.Fc (2 ng/mL), foi adsorvido sobre uma placa de micro titulagéo
de 96 cavidades em um volume de 100 ul/cavidade. A placa foi entdo
incubada a 2 a 8 °C durante a noite. A placa foi lavada duas vezes
com tampéao de lavagem (50 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 0,05% de Tween
20) e bloqueada com 4% de uma solucdo de albumina de soro bovino
(BSA) para minimizar a ligacdo ndo especifica. A placa foi incubada
em temperatura ambiente durante 1,5 a 3,0 horas e lavada duas vezes
com tampéao de lavagem (50 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 0,05% de Tween
20).

[96] O padréao de referéncia de anticorpo Myo-29 foi diluido em
série 4 vezes em diluente de teste (0,5% de BSA, 137 mM de NacCl,
2,7 mM de KCI), resultando em um total de 8 pontos padrdo. As amos-
tras de teste continham fragdes de anticorpo Myo-29 purificadas por
uma etapa de cromatografia de Proteina A assim como fragdes purifi-
cadas ap0s uma etapa de purificacdo de cHA adicional. Estas amos-
tras de teste também foram diluidas em série 2 vezes em diluente de
teste para resultar em 8 pontos que caem na faixa de curva padrao.
Os padrdes e amostras de teste foram adicionados as cavidades de
teste apropriadas a 50 pl/cavidade. O competidor biotinilado, GDF-8
rotulado com biotina (50 ng/mL) foi entdo adicionado a cada cavidade
a 50 pl/ cavidade. A placa foi incubada durante a noite em um agitador
de placa em temperatura ambiente.

[97] A placa foi lavada quatro vezes com tampéao de lavagem
(50 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 0,05% de Tween 20) e GDF-8 rotulado
com biotina ligada foi detectado com o derivado de 100 pl/cavidade de
peroxidase de rabano silvestre conjugada a estreptavidina (1:5.000;

Southern Biotech, Birmingham, Alabama). A placa foi incubada 50 a 70
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minutos no agitador de placa em temperatura ambiente, e entdo de-
senvolvida por adicdo de 100 ul/ cavidade de 3,3,5,5-
tetrametilbenzidina (BioFX, Owings Mills, MD). A absorbancia para ca-
da cavidade é determinada a 450 nm com uma leitora de placa ELISA
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A quantidade de Myo-29 ativo na
amostra de teste é indiretamente proporcional ao sinal gerado no tes-
te. A reacéo foi parada por adicdo de 100 ul/cavidade 0,18 M H2SOa.
[98] Uma concentracéo de Myo-29 capaz de ligar GDF-8 biotinila-
do nas amostras de teste foi interpolada da curva padréo que foi configu-
rada usando uma equacdao logistica de 4 parametros. O valor de bioativi-
dade (% de proteina ativa) de uma amostra de teste foi entdo computado
por divisdo da concentracdo de proteina ativa (determinado por ELISA)
pela concentracdo de proteina total (determinado por Azso) € multiplican-
do esta relagdo por 100. Se a mesma amostra for purificada em batela-
das separadas, médias do valor da bioatividade foram calculadas. Os
valores da bioatividade sé&o registrados na tabela 8.

Tabela 8. Atividade de ligacao de anticorpo anti-GDF-8 (% de proteina

ativa)
Amostra Purificagdo p6s-Proteina A Purificagdo p6s-cHA
1 88 108
2 86 104
3 94 108
[99] Como demonstrado na tabela 8, Myo-29 retém sua capaci-

dade de ligar GDF-8 apds ser purificado pelo processo descrito no
exemplo 1. A atividade de ligacdo de Myo-29 purificado é um pouco
menor do que nas fracées de eluente de pico da purificacdo de Protei-
na A. No entanto, a atividade de ligacdo excede o anticorpo Myo-29 de
referéncia apds uma etapa de purificacdo de cHA adicional, como des-
crito no exemplo 1.

Exemplo 9 - Purificagdo de cHA em modo de ligagéo / fluxo trans-

passante em combinacdo de um anticorpo anti-GDF-8
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[100] A purificacdo por cromatografia de HA ceramica em um
modo de ligacdo / fluxo transpassante em combinacdo foi também
mostrada como sendo utilizavel na purificacdo de uma preparacao de
anticorpo anti-GDF-8. O experimento detalhado abaixo foi realizado
em um sistema AKTA FPLC (General Electric). Uma coluna Vantage
de 1,1 x 21 cm (Millipore) foi compactada em 200 mM de fosfato de
sédio dibasico a pH 9,0 usando hidroxiapatita ceramica macro-prep do
tipo Il, resina de tamanho de particula de 40 uM (BioRad, Hercules,
CA). A coluna foi equilibrada com 3 volumes de coluna de tampéao de
equilibrio 1 (300 mM de fosfato de sédio, 1,0 M de NaCl, pH 6,8) e 5
volumes de coluna de tampéao de equilibrio 2 (50 mM de NaCl, 2,0 mM
de fosfato de sodio, 100 mM de arginina, 100 mM de HEPES, pH 7,3).
Uma preparacao de anticorpo anti-GDF-8 foi carregada sobre a coluna
com um desafio de carga de 20 mg/ml. A coluna foi lavada com tam-
pao de equilibrio 2, extraida com tampéao de extracdo (300 mM de fos-
fato de sddio, 1,0 M de NacCl, pH 6,8), e entdo regenerada com tampao
de regeneracdo (500 mM de fosfato de potassio, 1,0 M de NaOH, pH
13,3). A taxa de fluxo para carga e lavagem foi de 1,5 cm/min. As ta-
xas de fluxo para o resto do processo de purificagdo foram mantidas a
2,5 a 3,0 cm/min. Os efluentes de coluna foram analisados por SEC-
HPLC usando um sistema HPLC.

[101] Os resultados demonstraram que a operagao da resina de
cHA tipo Il no modo de ligacéo / fluxo transpassante em combinacéo é
eficaz na remocao de HMWA das preparacdes de anticorpo. A prepa-
racao inicialmente continha 27% de HMWA (carga), que foi reduzida a
1,1% de HMWA (fluxo transpassante) usando o método de purificacao
de cHA da invencéo.

Exemplo 10 - Purificagdo de cHA em modo de ligagéo / fluxo
transpassante em combinagcdo de um anticorpo anti-GDF-8 usan-

do resinatipo |
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[102] O procedimento descrito no exemplo 9 foi repetido usando
resina de cHA do tipo | no lugar da resina de cHA do tipo II. As condi-
¢cbes do tampdo foram idénticas as usadas no exemplo 9, com a exce-
cdo do tampéo de equilibrio 2, que foi composto de 5,0 mM de fosfato
de sédio, 100 mM de NaCl, 120 mM de arginina, 20 mM de HEPES,
em um pH de 7,3.

[103] Como mostrado na tabela 9, a operacao da resina de cHA do
tipo | em modo de ligacdo /fluxo transpassante em combinacéo € eficaz
para remover HMWA de preparacdes de anticorpo enquanto mantendo
os rendimentos de monémero de anticorpo. Além disso, 0 modo de liga-
cdo /fluxo transpassante em combinacdo € eficaz para remover impure-
zas de Proteina A. Finalmente, a resina de cHA tipo | permitiu um desafio
de carga aumentado de 55 mg/ml.

Tabela 9 - Depuracdo de HMWA e rendimentos de monbmero de anti-

corpo de resina de cHA tipo | operada em modo de ligacdo /fluxo

transpassante em combinacao

Amostra % de HMWA % de rendimento do mo- Proteina A (ppm)

némero

Ciclo
1

carga

27,0

NA

236

pico

0,9

75

3,3

Ciclo
2

carga

27,2

NA

pico

0,7

78

Exemplo 11 - Triagem de elevada producao de condi¢cdes de tam-
pao de cHA

[104] Uma triagem de elevada producao foi realizada para otimi-
zar as condicdes de tampdao usadas para purificar uma preparacao de
anticorpo Myo-029 usando uma resina de cHA tipo I. A triagem variou
os niveis de fosfato de sodio, cloreto de sédio, arginina e Myo-029 na
resina de cHA tipo | e examinou a extenséao de ligacao de Myo-029 e o
agregado de elevado peso molecular (HMWA) para a resina.

[105] A resina de cHA tipo | (50 ulL) foi adicionada a cada cavida-
de de uma placa de filtro de 96 cavidades. Cada cavidade, rotulada
Al, A2...H11, H12 nas tabelas 10 a 12, foi equilibrada em tampéao de
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equilibrio feito de 20 mM de HEPES, pH 7,2 e uma combinac¢ao Unica

de fosfato (tabela 10), cloreto de sédio (tabela 11), e arginina (tabela

12).
Tabela 10. Niveis de fosfato em cada cavidade
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A imM iImM imM 6mM 5mM 4mM imM imM imM 3mM 2mM imM
B imM imM imM 6mM 5mM 4mM imM imM imM 3mM 2mM imM
C imM iImM imM 6mM 5mM 4mM imM imM imM 3mM 2mM imM
D imM iImM imM 6mM 5mM 4mM imM imM imM 3mM 2mM imM
E 2mM 3mM amM 8mM 10mM 16mM 2mM 3mM 4mM 5mM 6mM 8mM
F 2mM 3mM amM 8mM 10mM 16mM 2mM 3mM 4mM 5mM 6mMm 8mM
G 2mM 3mM amM 8mM 10mM 16mM 2mM 3mM 4mM 5mM 6mM 8mM
H 2mM 3mM amM 8mM 10mM 16mM 2mM 3mM 4mM 5mM 6mMm 8mM
Tabela 11. Niveis de NaCl em cada cavidade
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 25mM | 25mM 25mM 25mM 25mM 25mM 750mM 625mM 500mM 500mM 400mM 300mM
B 25mM | 25mM 25mM 25mM 25mM 25mM 750mM 625mM 500mM 500mM 400mM 300mM
C 50mM | 100mM [ 200mM 50mM 100mM 200mM | 1.250mM | 1.750mM | 2.500mM | 600mM 800mM | 1.000mM
D 50mM | 100mM | 200mM 50mM 100mM 200mM | 1.250mM | 1.750mM | 2.500mM | 600mM 800mM | 1.000mM
E 25mM | 25mM 25mM 25mM 25mM 25mM 750mM 625mM 500mM 500mM 400mM 300mM
F 25mM | 25mM 25mM 25mM 25mM 25mM 750mM 625mM 500mM 500mM 400mM 300mM
G 50mM | 100mM [ 200mM 50mM 100mM 200mM | 1.250mM | 1.750mM | 2.500mM | 600mM 800mM | 1.000mM
H 50mM | 100mM | 200mM 50mM 100mM 200mM | 1.250mM | 1.750mM | 2.500mM | 600mM 800mM | 1.000mM
Tabela 12. Niveis de arginina em cada cavidade
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 350mM 300mM 200mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 75mM 50mM 25mM
B | 450mM | 500mM 600mM 40mM 120mM 200mM 40mM 120mM 200mM 125mM 150mM 300mM
C [ 350mM | 300mMm 200mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 75mM 50mM 25mM
D | 450mM 500mM 600mM 40mM 120mM 200mM 40mM 120mM 200mM 125mM 150mM 300mM
E 350mM 300mM 200mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 75mM 50mM 25mM
F | 450mM | 500mM 600mM 40mM 120mM 200mM 40mM 120mM 200mM 125mM 150mM 300mM
G | 350mM | 300mM 200mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 12mM 75mM 50mM 25mM
H | 450mM | 500mM 600mM 40mM 120mM 200mM 40mM 120mM 200mM 125mM 150mM 300mM
[106] Depois do tampéao de equilibrio Unico ser adicionado a cada

cavidade, uma mistura de Myo-029 e agregado foi adicionada a cada
cavidade. O nivel de agregado no desafio da carga foi de 25%. Os
constituintes de tamp&o foram mantidos no mesmo nivel como durante
o equilibrio. O material foi agitado durante 20 minutos, deixando alcan-
car o equilibrio. O sobrenadante foi removido de cada cavidade da
placa de filtro. Outro estagio de adicdo da preparacéo de anticorpo foi
feita, e a placa agitada, e o sobrenadante removido. Até sete estagios
foram realizados. A proteina que néao tinha se ligado em cada estagio
foi analisada para determinar a concentracdo de proteina global (por

absorbancia a A280 nM). A quantidade de mondmero e agregado foi
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medida por HPLC de exclusdo do tamanho. Qualquer diminuicdo no
agregado indica uma condicdo que conduz a purificacdo. Tabelas 13 e
14 mostram a porcentagem do agregado e mondémero, por cavidade,
um uma poca dos primeiros quatro estagios.

Tabela 13. Nivel de agregado (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 8% 6% 3% 4% % 16% 3% 3% 3% 5% 3% 3%
B 12% 15% 17% 3% 3% 5% 3% 4% 4% 6% 5% 5%
C 7% 6% 3% 4% 4% 3% 5% 4% 4% 6% 6% 4%
D 13% 14% 14% 6% 4% 7% 5% 6% 4% 8% 8% 7%
E 11% 10% 6% 4% 19% 11% 5% 6% % 9% 8% 6%

F 15% 19% 20% 4% 3% 10% 6% 8% 10% 10% 10% 17%
G 10% 9% 6% 6% 3% 7% 8% 14% 17% 10% 16% 22%
H 16% 18% 20% 4% 5% 17% 9% 15% 17% 12% 17% 18%

Tabela 14. Recuperacdo do monémero (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 51% 44% 24% 3% 3% 2% 43% 34% 25% 53% 32% 11%
B 64% 70% 78% 4% 24% 43% 42% 40% 38% 57% 42% 44%
C 49% 43% 27% 4% 6% 23% 60% 62% 62% 58% 60% 48%
D 65% 68% 75% 5% 35% 54% 61% 64% 64% 63% 63% 62%
E 61% 58% 44% 3% 3% 5% 58% 62% 64% 66% 65% 63%

F 70% 76% 88% 5% 33% 63% 59% 63% 68% 67% 68% 74%
G 57% 57% 50% 4% 7% 65% 72% 82% 85% 70% 80% 83%
H 71% 75% 85% 5% 48% 75% 69% 82% 88% 71% 80% 87%
[107] A triagem de elevada producéao foi capaz de prever, qualita-

tivamente, a recuperacdo de mondémero e a remocdo de HMWA em
um esquema de purificacdo em coluna. Por exemplo, as condi¢des de
cavidade C8 (20 mM de HEPES, 1 mM de fosfato, 1750 mM de NacCl,
e 12 mM de arginina, pH 7,2) foram testadas em uma coluna compac-
tada com resina de cHA do tipo I. Os niveis de agregados foram redu-
zidos a 2,5% e o rendimento do monémero foi de 72%, apds purifica-
cado na coluna. As condi¢cdes de cavidade D5 (20 mM de HEPES, 5
mM de fosfato, 100 mM de NaCl, e 120 mM de arginina, pH 7,2) tam-
bém foram testadas em uma coluna compactada com resina de cHA-1.
Os niveis de agregados foram reduzidos a 0,7% e o rendimento do
mondmero foi de 73%, apds a purificacdo em coluna. Finalmente, as
condi¢cdes equivalentes a cavidade C3 (100 mM de HEPES, 1 mM de
fosfato, 120 mM de NaCl, e 200 mM de arginina, pH 7,2, onde o nivel
elevado de HEPES contribui para a resisténcia idnica similarmente ao

NaCl), foram testadas em uma coluna compactada com resina de
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cHA-1. Os niveis de agregados foram reduzidos a 4%, com uma recu-
peracdo de mondémero de 69%, apOs a purificacdo em coluna. Estes
resultados demonstram que a triagem de elevada producdo sub-
estima o desempenho da coluna, como medido tanto por recuperacao
de mondmeros como remoc¢ao de HMWA. No entanto, uma triagem de
elevada producédo é capaz de prever de modo qualitativo tanto o ren-
dimento como a pureza.

[108] Todas as referéncias aqui citadas sdo incorporadas aqui
por referéncia em sua totalidade e para todos os fins na mesma exten-
sao como se cada publicagéo ou patente ou pedido de patente indivi-
dual fosse especificamente e individualmente indicado a ser incorpo-
rado por referéncia em sua totalidade para todos os fins. Na extenséo
em que as publicacdes e patentes ou pedidos de patente incorporados
por referéncia contradizem a descri¢cdo contida neste relatorio, o rela-
tério se destina a superoutorgar e/ou ter uma prioridade com relacéo a
este material contraditorio.

[109] Todos os numeros expressando quantidades de ingredien-
tes, condi¢cBes de reacdo e assim em diante, usados no relatorio e rei-
vindicagbes, devem ser entendidos como sendo modificados em todos
0s casos pelo termo "cerca de". Consequentemente, salvo indicado em
contrario, os parametros numéricos configurados no relatério e reivin-
dicacdes anexas sao aproximacdes que podem variar dependendo
das propriedades desejadas procuradas a serem obtidas pela presente
invencdo. Por ultimo, e ndo como uma tentativa para limitar a aplica-
cao da doutrina de equivalentes ao escopo das reivindicagdes, cada
parametro numerico deve ser construido a luz do namero de digitos
significantes e abordagens de arredondamento comuns.

[110] Muitas modificacdes e variacdes desta invencdo podem ser
feitas sem sair de seu espirito e escopo, como sera evidente para 0s

versados na técnica. As modalidades especificas descritas aqui séo
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oferecidas a titulo de exemplo apenas e ndo devem significar limitar a
mesma em qualquer modo. Pretende-se que o relatério e os exemplos
sejam considerados como exemplares apenas, com um escopo verda-
deiro e espirito da invencdo sendo indicados pelas seguintes reivindi-

cacoes.
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REIVINDICAGOES

1. Método para purificar pelo menos um mondémero de
anticorpo a partir de uma preparacdo de anticorpo contendo
agregados de elevado peso molecular, caracterizado pelo fato de que
compreende:

- contatar uma resina de hidroxiapatita em uma coluna com
uma preparacao de anticorpos, por meio do qual o anticorpo contido
na preparagao se liga a resina, em que a coluna é equilibrada com um
tampao de equilibrio tendo um pH de 6,4 a 7,4 e compreendendo de 1
a 20 mM de fosfato de sodio e de 0 a 200 mM de NaCl, e,

- opcionalmente lavar a coluna com um tamp&o de lavagem
que tem um pH de 6,4 a 7,4 e compreende de 1 a 20 mM de fosfato de
sodio e de 0 a 200 mM de NaCl, e,

- eluir o anticorpo purificado da resina com pelo menos um
tampao de eluicdo tendo um pH de 6,4 a 7,6 e compreendendo de 1 a
20 mM de fosfato de sdédio e de 0,2 a 2,5 M de NaCl.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda submeter a preparacdo de
anticorpos a (a) cromatografia de afinidade de Proteina A, e (b)
cromatografia de troca ibnica.

3. Método de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado
pelo fato de que a cromatografia de afinidade de Proteina A é
realizada primeiro e a cromatografia de hidroxiapatita é realizada por
ultimo.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de hidroxiapatita
compreende:

- contatar a resina de hidroxiapatita em uma coluna com a
preparagao de anticorpos, em que a coluna é equilibrada em uma

primeira etapa com um tampao de equilibrio tendo um pH de 6,4 a 7,4
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e compreendendo de 10 a 500 mM de fosfato de sédio e 1 M de NaCl,
e, em uma segunda etapa com um tampao de equilibrio tendo um pH
de 6,4 a 7,4 e compreendendo de 1 a 20 mM de fosfato de sodio e de
0 a 200 mM de NaCl, e,

- opcionalmente lavar a coluna com um tampéao de lavagem
que tem um pH de 6,4 a 7,4 e compreende de 1 a 20 mM de fosfato de
sodio e de 0 a 200 mM de NaCl, e,

- eluir o anticorpo purificado da resina com pelo menos um
tampao de eluicdo tendo um pH de 6,4 a 7,6 e compreendendo de 1 a
20 mM de fosfato de sodio e de 0,2 a 2,5 M de NaCl.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de hidroxiapatita
compreende a etapa de lavar a coluna com um tampao de lavagem
que tem um pH de 6,4 a 7,4 e compreende de 1 a 20 mM de fosfato de
sédio e de 0 a 200 mM de NaCl.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 5, caracterizado pelo fato de que o anticorpo purificado contém
menos que 5% de agregados de elevado peso molecular.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 6, caracterizado pelo fato de que o tampao de eluicdo contém 3
mM ou 5 mM de fosfato de sédio.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que o tamp&o de eluigao contém 0,3
M a 2,5 M de NaCl.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 8, caracterizado pelo fato de que o tampéao de eluigdo contém 0,3
Ma 1,1 M de NaCl.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 9, caracterizado pelo fato de que o tampao de elui¢do contém 0,35 M
a1 M de NaCl.
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11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 10, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo 1gG,
IgA, IgD, IgE, ou IgM.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 11, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € monoclonal,
policlonal, quimérico, humanizado, ou um fragmento do mesmo.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 12, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo
receptor anti-IL-21, anti-GDF-8, anti-Abeta, anti-CD22, anti-Lewis Y, anti-
IL-13, ou anti-IL-22.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 13, caracterizado pelo fato de que o anticorpo tem um pl basico.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 14, caracterizado pelo fato de que a resina é hidroxiapatita ceramica
tipo | ou tipo Il.

16. Método de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado
pelo fato de que a cromatografia de troca ibnica € cromatografia de troca
anidnica.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 16, caracterizado pelo fato de que o anticorpo purificado contém

menos que 300 ppm de Proteina A.
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