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DESCRIPCION
Un proceso novedoso para la purificacién de RHU-GCSF
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un proceso para la purificacion del factor estimulante de colonias de granulocitos
pegilado (rHu-GCSF).

Antecedentes de la invencién

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF o GCSF) es una glucoproteina que estimula la médula
Osea para que produzca granulocitos y los libere al torrente sanguineo. En la bioterapéutica, el G-CSF demostrd
su eficacia en el tratamiento de infecciones neonatales, transfusién de granulocitos en pacientes con neutropenia,
en infecciones graves y sepsis, en leucemias mieloides agudas, lo que lo convirtié en un farmaco biofarmacéutico
esencial. Comercialmente, se dispone de dos formas de G-CSF humano recombinante que incluyen el G-CSF
derivado de Escherichia coli (E. coli), que no tiene cadena de azlcar (G-CSF no glucosilado; filgrastim; Neupogen,
Amgen) y el G-CSF derivado de células de ovario de hamster chino (G-CSF glucosilado; lenograstim, Chugai
Pharma UK Ltd).

El filgrastim es una proteina hidrosoluble de 175 aminoacidos con un peso molecular de 18.800 daltons. El
filgrastim se obtiene de la fermentacién bacteriana de una cepa de Escherichia coli (E. coli) transformada con un
plasmido modificado por ingenieria genética que contiene el gen del G-CSF humano. Las actividades biol6gicas
del G-CSF incluyen la estimulacién y diferenciacién de “células madre” progenitoras en una variedad de lineas de
células sanguineas, la estimulacién de la proliferacion de lineas de células sanguineas diferenciadas y la
estimulacién de la diferenciacién final de células sanguineas maduras a partir de lineas de células proliferadas.

La produccidn de proteinas terapéuticas recombinantes utilizando microorganismos como sistema hospedero es
a menudo dificil porque la expresién de alto nivel de las proteinas recombinantes conduce a la formacion de
cuerpos de inclusion (I1B) que son agregados insolubles, asi como las proteinas recombinantes estan presentes en
forma biolégicamente inactiva que requieren pasos adicionales cadena abajo para hacer la proteina bioldgicamente
activa y adecuada para los pasos de purificacién posteriores. Ademas, a menudo es dificil recuperar la proteina de
los IB debido a los problemas relacionados con los pasos iniciales de recuperacién, solubilizacién vy
renaturalizacién. La produccién de proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusién puede ser viable si se
puede desarrollar un proceso cadena abajo sencillo y rentable.

La creciente demanda de productos biofarmacéuticos ha catalizado el avance tanto cadena arriba como cadena
abajo del procesamiento de proteinas bioterapéuticas. En los ultimos afios, se han producido mejoras significativas
en los titulos de los cultivos celulares, lo que ha desplazado el centro del desarrollo biofarmacéutico hacia la mejora
de las preocupaciones comerciales del procesamiento cadena abajo. Los bioterapéuticos proteicos suelen
producirse junto a una variedad de impurezas. Entre ellas se incluyen las impurezas relacionadas con las células
hospedadoras, las impurezas del proceso y las impurezas/variantes relacionadas con el producto. De ellas, las
impurezas/variantes relacionadas con el producto son dificiles de eliminar ya que sus propiedades fisicoquimicas
son muy similares a las del propio producto, sin embargo, estas impurezas/variantes pueden afectar
significativamente a la actividad biolégica del agente terapéutico objetivo.

Las variantes/impurezas mencionadas incluyen diferentes formas de oxidacién de los residuos de metionina (Met)
del G-CSF. Se sabe que la proteina G-CSF contiene cuatro residuos de metionina en las posiciones Met1, Met122,
Met127 y Met138. Se observa que en diferentes condiciones oxidativas, cada uno de los cuatro residuos de
metionina se oxida a diferentes velocidades [Met1>Met138> Met127>Met122] que pueden resolverse mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (RP-HPLC) de fase inversa al G-CSF nativo. Ademas, las impurezas como
la forma reducida y agregada del G-CSF formada por el plegamiento incorrecto del G-CSF nativo muestran picos
adicionales en el cromatograma RP-HPLC. Estas y otras formas de G-CSF no deseadas conducen a una reduccién
de la actividad bioldgica del G-CSF nativo. Por lo tanto, es crucial en el desarrollo farmacéutico de proteinas
terapéuticas eliminar dichas impurezas durante el proceso de purificacién. Ademés, en el cromatograma RP-HPLC,
también se observa un pico adicional de la variante N-formil-metionina del G-CSF junto con el G-CSF nativo que
posee la misma actividad biolégica que el de la forma nativa, pero a veces puede provocar una respuesta
inmunogénica en el paciente. La variante N-formil-metionina es el resultado de la retencién parcial del grupo formilo
por el gen def de E. coli debido al alto nivel de expresién de las proteinas recombinantes. Esta variante también
es una impureza y debe eliminarse. Por ello, su eliminacién eficaz es un objetivo clave para las plataformas de
purificaciéon para la produccién de proteinas terapéuticas a partir de bacterias.

Para eliminar las impurezas antes mencionadas relacionadas con el producto, se utilizaron diversas técnicas
cromatogréficas en el estado de la técnica, tales como la cromatografia multimodal, que implica el uso de resinas
que ofrecen una combinacién de interacciones entre el producto y la resina, como la hidroxiapatita (HA)
(intercambio catidnico e interaccién por afinidad metélica), Capto MMC (intercambio catidnico e interacciones
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hidréfobas), Capto Adhere (intercambio aniénico e interacciones hidréfobas) y HEA/PPA. Todas estas resinas son
eficaces y proporcionan diferentes selectividades, pero son costosas en comparacién con las resinas de
intercambio i6nico e hidréfobas convencionales, lo que aumenta el coste del producto final. Ademas, la
optimizacion de los parametros del proceso con resinas multimodo es un proceso tedioso y largo que aumenta el
tiempo de desarrollo del proceso y, posteriormente, el tiempo de funcionamiento de la cromatografia.

En los dltimos afios, el desarrollo y la fabricacion de G-CSF terapéutico implican numerosos esquemas de
purificacién. Por ejemplo, WO1987/03689 divulga el uso de la cromatografia de inmunoafinidad para el aislamiento
y la purificacién del G-CSF recombinante, que no era un enfoque bien aceptado para la fabricacién comercial, ya
que podia plantear sus propios problemas normativos. Ademas, el coste de los medios de cromatografia de
inmunoafinidad era muy elevado en comparacién con las matrices de cromatografia convencionales debido al uso
de anticuerpos monoclonales para su preparacion.

La patente europea EP2341061, divulga un proceso de purificacién que implica una serie de cuatro pasos
cromatograficos, que comprenden dos cromatografias de filtracion en gel, una cromatografia de intercambio
catiénico y una cromatografia de intercambio aniénico para la preparacién de G-CSF.

Otra patente europea EP1904522, divulga un proceso de purificacién utilizado para la purificacion de G-CSF que
implica principalmente tres pasos de cromatografia, especificamente, dos cromatografias de intercambio catiénico
y una cromatografia de interaccién hidrofébica.

WO 2001/04154 divulga un proceso de purificaciéon que incluye una cromatografia de interaccién hidréfoba, una
cromatografia de hidroxil apatita y una cromatografia de intercambio catidnico para purificar el G-CSF. En el caso
del G-CSF derivado de E. coli, la solubilizacién de los cuerpos de inclusién y el replegamiento del G-CSF son
pasos adicionales a tener en cuenta. A escala comercial, debido al proceso de varios pasos, el rendimiento final
disminuye en gran medida. De ahi que se requiera un proceso simplificado con menos pasos y mayores
rendimientos en menos tiempo.

En WO 2008/096370 A2 se divulga un proceso de purificaciéon para el factor estimulante de colonias de granulocitos
humano recombinante (G-CSF).

En CN 102 485 742 A se divulga la preparacion y purificacién de un factor estimulante de colonias de granulocitos
humano recombinante modificado con polietilenglicol simple (PEG-rhG-CSF).

En CN 102 234 310 A se divulga un medio de cromatografia catibnica MacroCap Sp que puede inducir
sensiblemente la relacién de distribucion de la carga superficial de las proteinas.

En CN 1 663 962 A se divulga una cromatografia de un solo paso que se utiliza para obtener rhG-CSF y rhG-CSF
modificado quimicamente con polietilenglicol.

En EP 2 341 061 B1 se divulga un proceso de aislamiento y purificaciéon del factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) a partir de un microorganismo productor de G-CSF.

En WO 2012/057529 A2 se divulga un método para purificar una gran cantidad de factores estimulantes de colonias
de granulocitos humanos (hG-CSF) a partir de una E. coli recombinante.

En WO 2012/021088 A1 se divulgan conjugados fisioldgicamente activos del factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF).

Herman AC et al. divulga en FORMULATION, CHARACTERIZATION, AND STABILITY OF PROTEIN DRUGS:
CASE HISTORIES, VOLUMEN 9 DE LA SERIE BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA, vol. 9, 2002, paginas 303-
328, la caracterizacion de un factor estimulante de colonias de granulocitos humano recombinante.

En la Solicitud de patente de India 2692/MUM/2010 se divulga un proceso para la produccién y purificaciéon de
PEG-G-CSF.

En la técnica anterior, los procesos de purificacién descritos son complicados, largos e incluyen multiples pasos de
cromatografia para obtener el G-CSF purificado. Ademas, ninguno de los procesos anteriores revela una estrategia
béasica, prudente y financieramente practica para la produccién de G-CSF que pueda garantizar la produccién
constante de un producto estable a escala industrial. Posteriormente, para conquistar los importantes problemas
relacionados con la produccién de G-CSF, actualmente se ha desarrollado y divulgado en la presente invencién un
proceso sencillo, escalable, comercialmente viable y mas estable para una alta recuperacién de G-CSF. El proceso
de la presente invencién comprende pasos de proceso cadena abajo optimizados, ortogonales, robustos y
escalables para la producciéon de G-CSF a escala industrial con mayor rendimiento y pureza.

Objeto de la invencién
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El objeto de la presente invencién es proporcionar un proceso cadena abajo altamente eficaz, robusto, econémico
y escalable para la purificacién de G-CSF pegilado humano recombinante.

Breve descripcién de la invencién

La presente invencién proporciona un proceso cadena abajo novedoso, escalable e industrialmente viable para la
purificaciéon de G-CSF pegilado humano recombinante.

Breve descripcién de los dibujos
A continuacién, se proporciona una lista de las figuras de los dibujos adjuntos:

Figura 1: Representa el perfil RP-HPLC del IB solubilizado de rHu-GCSF.

Figura 2: Representa el perfil RP-HPLC de la disolucién replegada acidificada de rHu-GCSF.

Figura 3: Representa el perfil SDS-PAGE de las muestras de rHu-GCSF solubilizadas, replegadas y acidificadas.
Figura 4: Representa el perfil RP-HPLC de la cromatografia de intercambio iénico-l eluida.

Figura 5: Representa el perfil RP-HPLC del eluido de interaccidn hidrofébica

Figura 6: Representa el perfil SDS-PAGE de la proteina rHu-GCSF purificada.

Figura 7: Representa el perfil RP-HPLC de la proteina rHu-GCSF purificada.

Figura 8: Representa el perfil RP-HPLC de la proteina PEG-GCSF purificada.

Figura 9: Representa el perfil SDS-PAGE de la proteina PEG-GCSF purificada.

Descripcidn detallada de la invencién

La presente invencién divulga un proceso para el aislamiento y la purificacién del factor estimulante de colonias de
granulocitos humano recombinante pegilado (G-CSF) a partir de un microorganismo productor de G-CSF. Las
células hospederas transformadas o transfectadas con los plasmidos recombinantes o los vectores virales de ADN
expresan G-CSF humano bioldgicamente activo o una variante del G-CSF humano modificada por ingenieria
genética. La proteina expresada se purifica utilizando el novedoso método descrito en la presente invencion. Las
secuencias de ADN que codifican la totalidad o una parte del G-CSF incluyen la incorporacién de codones
“preferidos” para la expresidén por hospederos no mamiferos seleccionados. El gen GCSF puede insertarse en un
plasmido lanzadera y amplificarse. El vector disefiado que comprende el marco abierto de lectura del GCSF puede
transformarse entonces en una célula hospedera quimicamente competente y aislarse.

A continuacién, las células pueden cultivarse en el fermentador a una temperatura controlada que esta en el rango
de 20 °C a 40 °C a un pH de 5-8, mas preferiblemente de 25 °C a 30 °C a un pH de 7,0-7,5. La biomasa asi
obtenida puede someterse al novedoso proceso de aislamiento y purificacion descrito en la presente solicitud para
obtener GCSF purificado.

El procedimiento de aislamiento y purificacién de G-CSF pegilado de acuerdo con la invencién comprende los
pasos i. a vii. definidos en la reivindicacién 1.

en donde el rendimiento del proceso para obtener GCSF purificado a partir de cuerpos de inclusién solubilizados
esta en el rango de 50 a 70% y la pureza del G-CSF analizado por SEC-HPLC no es inferior a 98%;

en donde la suma de las impurezas tal como el agregado no sea superior a 2%. La pureza del G-CSF analizada
por RPHPLC no es inferior a 96,5%;

en donde la suma de GCSF oxidado, GCSF reducido y GCSF f-met no es superior a 3,5 %;

en donde el rendimiento del proceso de produccién de PEG-GCSF a partir de GCSF esta en el rango de 60 a 75%
y la pureza del PEG-GCSF analizada por SEC-HPLC no es inferior a 95%.

i. Produccién de rHu-GCSF por fermentacion de alta densidad celular de E.coli y aislamiento de cuerpos de
inclusion

La purificacién del GCSF de la presente invencién puede llevarse a cabo mediante la produccién de rHu-GCSF
separando las fracciones solubles y particuladas del caldo fermentado y recolectando la biomasa. La separacion
puede realizarse preferiblemente por centrifugacion, filtracién, mas preferiblemente por centrifugacion.

Las células separadas pueden lisarse alin mas utilizando una disolucién amortiguadora de lisis conun pH de 7 a
9, més preferiblemente el pH del disolucién amortiguadora de lisis esta entre pH 7,5-8,5. La lisis celular puede ir
seguida del aislamiento de los cuerpos de inclusion.

El aislamiento puede realizarse preferiblemente de forma individual o combinada utilizando instrumentos
seleccionados del grupo formado por el sonicador a escala de laboratorio, el homogeneizador celular de alta
presién, la centrifugacién, la filtracién, mas preferiblemente una combinacién del sonicador a escala de laboratorio
y el homogeneizador celular de alta presién.
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ii. lavado de los cuerpos de inclusién obtenidos en el paso (i)

Los cuerpos de inclusibn aislados se lavan ademas con disoluciones amortiguadoras seleccionadas
preferiblemente del grupo que consiste en la disolucién amortiguadora Tris-EDTA-Tritén, la disolucién
amortiguadora Tris-EDTA-DOC, la disolucién amortiguadora Tris-NaCl-Urea, la disolucién amortiguadora Tris,
TritonX-100; preferiblemente, la disolucién amortiguadora es una mezcla de Tris-EDTA, Urea, NaCl y TritonX-100.
La concentracién de Tris est4 presente en un rango de 30 - 50 mM, EDTA en un rango de 3 - 7 mM, Urea en un
rango de 0,1-0,5 M, NaCl en unrango de 1 -2 M, y Triton X 100 en un rango de 0,8 - 1,5 %. El pH de la disolucidn
amortiguadora de lavado se mantiene en el rango de 7,5-8,5. La temperatura de la disolucién amortiguadora de
lavado se mantiene en el rango de 20 a 25°C, y el tiempo de incubacién esta en el rango de 60 a 90 minutos.

La seleccion del agente litico y de la disolucién amortiguadora de lavado de la presente invencién son tales que
permiten una mayor recuperacién de los cuerpos de inclusién.

ii. Solubilizacién de los cuerpos de inclusién obtenidos en el paso (ii) para liberar el G-CSF humano recombinante
(rHu-G-CSF)

La solubilizacidén de los cuerpos de inclusion bacterianos es un paso critico que si no se optimiza adecuadamente
podria afectar al rendimiento de los pasos posteriores del proceso y también a la calidad de la proteina purificada.
Los cuerpos de inclusién aislados se solubilizan en una mezcla solubilizante de urea, disolucién amortiguadora y
un agente reductor a un pH alcalino.

Dicho agente reductor es la cisteina y estd presente en un rango de 20 a 100 mM. El agente reductor puede
afladirse a un pH en el rango de 8 a 11 durante 45 a 120 minutos, mas preferiblemente a un pH de 9 a 10 durante
60 minutos. La seleccion del agente reductor de la presente invencién es tal que la solubilizacién se consigue en
2-3 horas. El agente reductor puede afiadirse preferiblemente después de 60 min de solubilizaciéon y la
solubilizacién se contintia durante unos 60 minutos en presencia del agente reductor. Asimismo, la concentracion
del agente reductor seleccionado se optimiza de tal manera que deberia eliminar la necesidad de afiadir cualquier
agente reductor en la disolucién amortiguadora de replegamiento.

La disoluciéon amortiguadora comprende una mezcla de Tris, EDTA, urea, en donde la urea esta presente en un
rango de 6 - 8 M, el Tris estd en un rango de 20 - 50 mM, y el EDTA esta en un rango de 2-7 mM, y el pH de la
disolucién amortiguadora se mantiene en un rango de 9,5 - 10,5.

La disolucién de cuerpos de inclusién solubilizada se clarifica por centrifugacién a 8.000-15.000 g, preferiblemente
durante 10-30 minutos, més preferiblemente a 10.000-12.000 g durante 30 minutos.

La pureza del IB solubilizado de rHu-GCSF puede estimarse mediante el perfil RP-HPLC representado en la Figura
1. La pureza del G-CSF liberado esta en el rango de 25 a 50%.

iv. Replegamiento de la proteina GCSF obtenida en el paso (iii)

La disolucién amortiguadora utilizada para volver a plegar las proteinas suele estar compuesto de sustancias
quimicas, tales como clorhidrato de guanidio y arginina, para aumentar la conductividad de la disolucién de
replegamiento. El procesado de esta disolucién de replegamiento suele requerir la necesidad de realizar un paso
de ultrafiltracién/diafiltracién previo al paso de cromatografia de intercambio i6nico, lo que afiade tiempo,
complejidad y gastos adicionales a las operaciones del proceso cadena abajo. Teniendo en cuenta estas
limitaciones, el proceso de replegamiento de la invencién actual se desarrolla de tal manera que la disolucidén de
replegamiento puede cargarse directamente en la cromatografia de intercambio ibnico sin ninglun paso de
acondicionamiento adicional.

Dado que el replegamiento de proteinas se realiza generalmente a una concentracién muy baja de proteinas,
necesita un gran volumen de disolucién amortiguadora de replegamiento. El componente mas utilizado de la
disolucién amortiguadora de replegamiento es la arginina, que no sélo es un ingrediente muy caro para su uso en
grandes volimenes de disoluciones amortiguadoras de replegamiento, sino que también aporta una alta
conductividad a la disolucién de replegamiento, lo que la hace incompatible para su carga en la cromatografia de
intercambio idnico. Por lo tanto, la presente invencién utiliza un enfoque de replegamiento novedoso e inventivo
para contribuir a un mayor rendimiento global del proceso cadena abajo. Asimismo, los componentes novedosos
reivindicados en la presente invencién hacen que el proceso sea econdmico y evitan operaciones unitarias
adicionales en el proceso.

Para el replegamiento, la disolucién de cuerpos de inclusién clarificada y solubilizada se diluye en una disolucién
amortiguadora de replegamiento que contiene urea y sorbitol y que contiene un agente oxidante.

Dicho agente oxidante es la cistina.
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La cantidad de cistina esta en el rango de 0-3 mM.

La seleccién del agente oxidante de la presente invencién es tal que se consigue un mayor rendimiento de
replegamiento de 85 a 95% y una pureza RP-HPLC de 40 a 70%.

El replegamiento se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 12-18 horas.

La disolucién de proteina replegada se acidifica en presencia de un agente acidificante. Dicho agente acidificante
se selecciona del grupo que consiste en acetato de sodio, 4cido acético, acido clorhidrico, acido ortofosférico, méas
preferiblemente el agente acidificante es &cido clorhidrico.

El pH de la disolucidn replegada acidificada se ajusta en un rango de 3,5 a 4,5 mantenido durante 30-45 min.
El rendimiento del paso de replegamiento preferiblemente esté en el rango de 60-85%.

La pureza del GCSF replegado acidificado puede estimarse mediante el perfil RP-HPLC representado en la Figura
2.

La disolucidén solubilizada, la disolucién replegada, la disolucién acidificada y el eluido de la cromatografia de
intercambio iénico pueden someterse a SDS-PAGE para caracterizar las impurezas de bajo y alto peso molecular
asociadas al rHu-GCSF, como se representa en la Figura 3.

v. Clarificacién y purificacién de la proteina G-CSF acidificada obtenida en el paso (iv).

La disolucién de proteina G-CSF replegada acidificada puede someterse opcionalmente a filtracién y/o
centrifugacién para eliminar cualquier precipitado y particulas que puedan formarse antes de someterla a
cromatografia para su purificacién.

El G-CSF puede precipitarse durante el proceso de replegamiento y puede causar turbidez/nebulosidad, lo que
lleva a problemas de clarificacion tras el replegamiento. El grado de precipitacién depende de la solubilizacién
seguida de la estrategia de replegamiento. En muchos de estos casos, la clarificacién de la disolucién proteinica
implica pasos de filtracién debido al amplio rango de tamafios y tipos de particulas presentes en la corriente del
proceso.

Es preferible avanzar hacia un Unico paso de clarificacion, eliminacién de particulas y/o reduccién de la biocarga
para minimizar el coste total de producciéon. Ademds, resulta ventajoso disponer de unas instalaciones de
fabricacién mas pequefias, flexibles y rentables, lo que depende en gran medida de la seleccién de las operaciones
unitarias del proceso y del tamafio de los equipos de proceso.

Dicha clarificacion puede seleccionarse del grupo que comprende ultrafiltracién, diafiltracién, microfiltracién,
filtracién en profundidad, filtracién de flujo tangencial, filtracién de flujo normal y centrifugacién, preferiblemente la
microfiltracién y la centrifugacién. Dicho proceso de centrifugacién puede seleccionarse del modo discontinuo y del
modo continuo, preferiblemente el proceso de centrifugacion es continuo.

Para purificar las proteinas se utilizan diversas técnicas de separacion en funciéon de sus propiedades fisicas y
quimicas.

Las formas metionina oxidada, reducida y f-Met de un producto nativo de proteina GCSF recombinante son ciertas
variantes del producto, que se consideran impurezas asociadas al sistema de expresién como E.coli. Dichas
variantes del producto difieren de la proteina nativa en sus aspectos estructurales y funcionales, y pueden provocar
una pérdida de actividad biol6gica y de respuesta inmunogénica en los pacientes. La presente invencién da a
conocer un proceso de purificacion en dos pasos de cromatografia para la eliminacién selectiva de estas variantes
del producto. Puede obtenerse una selectividad Unica en la separacién de variantes de productos estrechamente
relacionados utilizando gradientes de elucién combinados basados en el pH y la sal en cromatografia de
intercambio ibnico y de interaccién hidrofébica. La eliminacién completa de las impurezas relacionadas con el
proceso también se consigue en el proceso de purificacién en dos pasos.

En la actualidad, la cromatografia de intercambio iénico (CEI) constituye un pilar de los procesos de purificacién
de farmacos biofarmacéuticos debido a su gran capacidad y escalabilidad; sin embargo, la eliminacidn selectiva
de las distintas impurezas/variantes del producto es algo limitada.

En la presente invencién, las proteinas pueden purificarse mediante cromatografia de intercambio i6nico seguida
de cromatografia de interaccién hidréfoba, en donde las impurezas relacionadas con el proceso y el producto se
eliminan hasta limites aceptables utilizando una combinacién de gradientes de pH y sal con altos rendimientos del
proceso.
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La disolucion replegada acidificada puede purificarse sometiéndola a cromatografia de intercambio iénico. Dicha
cromatografia de intercambio i6nico puede ser cromatografia de intercambio catidnico y cromatografia de
intercambio anidénico, méas preferiblemente cromatografia de intercambio catidnico, méas preferiblemente
cromatografia de intercambio catiénico débil. La cromatografia de intercambio catibénico para purificacion
comprende ademés una fase estacionaria y una fase movil.

La fase estacionaria de la cromatografia de intercambio catiénico puede seleccionarse del grupo que comprende
SP-Sefarosa FF, CM-Sefarosa FF, SP-Sefarosa HP, Fractogel SO3, Fractogel SE Hi Cap, méas preferiblemente
CM-Sefarosa FF.

La fase movil o disolucién amortiguadora de unién de la cromatografia de intercambio catidnico se selecciona del
grupo que comprende acetato de sodio, acido acético, fosfato de sodio, acido ortofosférico o una mezcla,
preferiblemente una mezcla que comprenda acetato de sodio y acido acético. La concentracién de la fase moévil o
disolucién amortiguadora de unién es de 20 - 50 mM, y el pH esta en el rango de 3,5 - 4,5; La proteina GCSF se
eluye fuera de la columna de intercambio catiénico utilizando la disolucién amortiguadora compuesta por una
mezcla de acetato de sodio, acido acético y NaCl, a un pH en el rango de 4,0 - 6,0, preferiblemente en el rango de
4,5 - 5,6. El modo de elucién se selecciona del grupo que comprende gradiente escalonado, gradiente lineal y/o
combinacién de ambos, preferiblemente el gradiente utilizado para la elucién es gradiente escalonado.

Las disoluciones replegadas y acidificadas que contienen G-CSF pueden aplicarse a medios de intercambio
catiénico en condiciones 4cidas, por ejemplo, a pH 3,0 a pH 5,0, y eluirse de los medios a pH débilmente acidos a
débilmente basicos, por ejemplo, de pH 4,0 a pH 8. El G-CSF puede eluirse del medio de intercambio catiénico en
condiciones ligeramente acidas, utilizando un gradiente creciente de NaCl u otra sal, por ejemplo, 0-200 mM NaCl,
en 40-50 mM de acetato de sodio, pH 5,4. Alternativamente, el rHu-G-CSF puede eluirse del medio de intercambio
catiénico en condiciones ligeramente basicas, utilizando 40-50 mM de acetato de sodio a pH 5,6- 6,2 con o sin
utilizar ninguna sal.

La elucién puede realizarse preferiblemente a una tasa de flujo de 100-250 cm/h, més preferiblemente de 150-200
cm/h. La capacidad de unién dindmica puede estar preferiblemente entre 10-20 mg/ml, mas preferiblemente entre
15-18 mg/ml.

El rendimiento del paso de cromatografia de intercambio iénico puede etar preferiblemente en el rango de 70-98
%, mas preferiblemente 90-98 %.

La selecciéon de los medios de intercambio catidnico de la presente invencién puede ser tal que el medio se
acondicione utilizando un pequefio volumen de disolucién replegada y que evite el uso de una operacién unitaria
adicional como la cromatografia de intercambio de disolucién amortiguadora o la diafiltracién mediante TFF. La
pureza del eluato de intercambio i6nico puede estimarse mediante un perfil RP-HPLC como el representado en la
Figura 4. La pureza RP-HPLC del G-CSF obtenida en el paso de cromatografia de intercambio de cationes esté
en el rango de 90% a 97%.

El eluido de cromatografia de intercambio idnico que contiene rHu-G-CSF puede aplicarse a medios de interaccidn
hidrofébica en condiciones acidas, preferiblemente en el rango de pH 2,0 a pH 7,0, mas preferiblemente de pH 4,0
a pH 6,0.

El eluido de la cromatografia de intercambio ibénico se diluye con sulfato de amonio para garantizar que la
concentracién efectiva de sulfato de amonio en la disolucién diluida se mantiene en el rango de 0,5 - 1,5 M,
preferiblemente en el rango de 0,7 - 1,0 M; El medio de interaccidén hidréfoba o fase estacionaria de la presente
invencién puede seleccionarse del grupo que comprende fenil Sefarosa FF, butil Sefarosa, Nuviac-Prime, HEA
hipercelular, PPA hipercelular, fenil Sefarosa HP, MEP hipercelular y Capto Adhere, preferiblemente fenil Sefarosa
FF.

La fase mévil o disolucién amortiguadora de unidén de la cromatografia de interacciéon hidré6foba comprende una
mezcla de acetato de sodio, acido acético y sulfato de amonio a un pH en el rango de 4,5 - 6, mas preferiblemente
el pH estd en el rango de 5,2- 5,8

La elucién puede realizarse preferiblemente a una tasa de flujo de 95-300 cm/h, mas preferiblemente a 100-250
cm/h.

La proteina GCSF purificada se eluye de la fase estacionaria de la cromatografia de interaccién hidrofébica
utilizando una fase mévil que comprende acetato de sodio y acido acético a un pH en el rango de 4 - 6, mas
preferiblemente en el rango de 4,0 - 5,0. El modo de elucién se selecciona del grupo que comprende gradiente
escalonado, gradiente lineal y combinacién de ambos, preferiblemente el gradiente utilizado para la elucidén es
gradiente escalonado.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3002 087 T3

El eluido se obtiene a una tasa de flujo de 95-300 cm/h, preferiblemente de 100-250 cm/h. El rendimiento del paso
de cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC) puede estar preferiblemente en el rango de 80 a 90%. La pureza
de la proteina G-CSF obtenida mediante cromatografia de interaccidén hidrofébica esta en un rango de 96,5% -
99,5%.

La seleccién de la segunda cromatografia de la presente invencién puede ser tal que se consiga una pureza final
del GCSF que se ajuste a la calidad requerida para la preparacién farmacéutica del rHu-GCSF. La pureza del
eluido HIC puede estimarse mediante el perfil RP-HPLC representado en la Figura 5.

La carga HIC, lavado-l puede someterse a SDS-PAGE para caracterizar las impurezas de bajo y alto peso
molecular asociadas al rHu-GCSF.

Los resultados indican que la recuperacion del producto tras la purificacion en dos pasos de cromatografia es de
hasta 50-70,0%, con niveles de pureza superiores a 98,0%. La eliminacién selectiva de diversas variantes del
producto mediante la elucién combinada basada en el pH y la sal, y la eliminacién de las impurezas de las células
hospedadoras mediante la seleccidén ortogonal de los pasos cromatograficos se encuentran entre las
caracteristicas novedosas e inventivas del proceso de la presente invencién.

El eluido de la cromatografia de interaccion hidréfoba puede intercambiarse opcionalmente en disolucién
amortiguadora de formulacién. El G-CSF replegado en la disolucién amortiguadora de formulacién que contiene
G-CSF biolégicamente activo puede filtrarse estériimente para producir el G-CSF humano recombinante de calidad
farmacéutica que tiene una concentracién final en el rango de 0,5 a 0,9 mg/ml, mas preferiblemente de 0,85 a 0,90
mg/ml. La pureza de la proteina purificada final puede estimarse mediante el perfil RP-HPLC representado en la
Figura 6.

El G-CSF humano recombinante obtenido por el proceso descrito en la presente invencién puede ser Util en el
tratamiento de condiciones médicas relacionadas con la hematologia y la oncologia. Por ejemplo, la neutropenia,
la leucemia mieloide aguda y una variedad de infecciones en humanos, animales, aves de corral, cerdos, caballos,
asi como perros y gatos son tratables con la administracion del G-CSF de la invencién actual.

vi. Conjugacién del G-CSF purificado obtenido en el paso (v) con PEG.

El rHu-GCSF purificado (principio activo) se conjuga con un polietilenglicol en una disolucién amortiguadora
adecuada a un pH é4cido.

Dicha disolucién amortiguadora puede seleccionarse preferiblemente del grupo que comprende el acetato de
sodio, el acetato de fosfato, el fosfato de hidrégeno de potasio, el fosfato de dihidrégeno de potasio, el fosfato de
hidrégeno de disodio, el ftalato de hidrégeno de potasio, el tetraborato de sodio, mas preferiblemente el acetato de
sodio.

El pH de dicha reaccién de conjugacién puede estar preferiblemente en el rango de pH 5,0 a 5,8.

Dicha reaccién de conjugacién puede llevarse a cabo afiadiendo de 3 a 5 veces méas cantidad (p/p) de PEG
aldehido 20 kD en comparacién con el rHu-GCSF purificado utilizado para la reaccién de conjugacion.

Dicha reaccién de conjugacién puede llevarse a cabo opcionalmente en presencia de un agente reductor
seleccionado preferiblemente del grupo que comprende cianoborohidruro de sodio, triacetoxi borohidruro de sodio,
borohidruro de sodio, ditionito de sodio, hidrosulfito de sodio, més preferiblemente cianoborohidruro de sodio.

El agente reductor puede afiadirse preferiblemente a una concentracién en el rango de 10 a 30 mM, mas
preferiblemente 20 mM. La mezcla de reaccién puede agitarse a temperatura ambiente de 12 a 18 horas, mas
preferiblemente de 12 a 16 horas. El rendimiento del rHu-GCSF monopegilado esta preferiblemente en el rango
de 65 a 85 %, mas preferiblemente de 70 a 75 %. La mezcla de reaccién de rHu-GCSF monopegilado puede
almacenarse preferiblemente entre 1 y 10 °C para su posterior purificacién, mas preferiblemente entre 2y 8 °C.

vii. Purificacion del G-CSF conjugado (pegilado) obtenido del paso (vi) mediante cromatografia de intercambio
cationico

La mezcla de G-CSF pegilado conjugado puede diluirse con disolucién amortiguadora de equilibrio y el pH se
ajusta en el rango de 3,5-5,0, mas preferiblemente el pH puede ajustarse a 4,0-4,5. Dicha muestra diluida se
somete a cromatografia de intercambio catidnico. La cromatografia de intercambio catiénico comprende fase
estacionaria o medio de intercambio catiénico y fase mévil o disolucién amortiguadora de unién, la fase estacionaria
o medio de intercambio catiénico se selecciona del grupo que comprende MacroCap-SP y SP Sefarosa FF,
Fractogel SO3, preferiblemente la fase estacionaria es MacroCap-SP. La disolucién amortiguadora de elucidén o
fase mévil de elucién se selecciona entre el acetato de sodio, el 4cido acético, el cloruro de sodio y sus mezclas,
preferiblemente la fase mévil es una mezcla. La concentracién de acetato de sodio esta en el rango de 10-50 mM
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y la de cloruro de sodio en el rango de 0,25 a 0,75 M. El pH de la disolucién amortiguadora de elucién o de la fase
mévil de elucién esta presente en el rango de 3,5-5, preferiblemente el pH es de 4,0- 4,5. El modo de elucién se
selecciona del grupo que comprende gradiente escalonado, gradiente lineal y combinacién de ambos,
preferiblemente el gradiente utilizado para la elucién es gradiente escalonado. El rendimiento del GCSF
monopegilado obtenido por cromatografia de intercambio catiénico esta en el rango de 80 a 95 %, preferiblemente
el rango es de 85 a 90 %.

El -Hu-GCSF monopegilado purificado puede recuperarse y eluirse de la columna realizando la elucién a una tasa
de flujo de 100-150 cm/h, mas preferiblemente 100 cm/h.

Todas las muestras de cromatografia, incluyendo la carga, el flujo, los lavados y la elucién, pueden analizarse
utilizando los siguientes métodos analiticos:

a) RP-HPLC para la identificacién y el analisis de pureza, como se representa en la Figura 8.
b) SDS PAGE (reducida) para el anélisis de pureza, tal como se representa en la Figura 9.
¢) Proteina total por Bradford

La fraccidn eluida objetivo puede intercambiarse en disolucién amortiguadora de formulacidén predefinida de peg-
filgrastim que contenga acetato de sodio y sorbitol a un pH preferiblemente en un rango entre pH 3,0-4,0, mas
preferiblemente pH 4,0-4,5.

El rHu-GCSF monopegilado purificado puede concentrarse aliin més hasta 9-12 mg/ml mediante una membrana
de ultrafiltracién de 10 kDa, mas preferiblemente el rHu-GCSF monopegilado purificado puede concentrarse en un
rango de 11,0-11,5 mg/ml.

El retentado final del TFF asi obtenido puede filtrarse estérilmente con 0,2 micras para obtener un filtrado de la
calidad prevista y diluirse con disolucién amortiguadora de formulacidén durante la filtracién estéril para recuperar
la retencién de producto, la filtracién puede optimizarse para recuperar el producto a una concentracién de
pedfilgrastim de >10 mg/ml.

El rHu-GCSF monopegilado purificado final producido puede almacenarse preferiblemente a una temperatura
comprendida entre 1 y 10 °C, mas preferiblemente entre 2 y 8 °C hasta su uso posterior.

La disolucién concentrada final de PEG-GCSF puede analizarse mediante los siguientes métodos analiticos para
comprobar si la disolucién concentrada de PEG-GCSF o el principio activo de PEG-GCSF o el principio activo a
granel de PEG-GCSF o el APl de PEG-GCSF cumplen las especificaciones.

a) Apariencia y pH

b) Comprobacién de la identidad y la pureza mediante SDS PAGE, Western blot, analisis de la secuencia N-
terminal, enfoque isoeléctrico (IEF) y mapa peptidico.

¢) Determinacién de HCP utilizando ELISA,

d) Bioactividad segln especificacién.

e) Cuantificacién del ADN de la célula hospedera mediante q PCR.

f) Cuantificacién de endotoxinas mediante la prueba de LAL.

g) Agregado por HPLC de exclusién por tamafio.

h) Impurezas relacionadas por RP-HPLC.

i) Esterilidad segln especificacién.

Tras un analisis exhaustivo y una comparacidén biofisica con el producto innovador, puede concluirse que el
producto purificado mediante el proceso descrito en la presente invencién es GCSF monopegilado N-terminal
altamente similar al producto innovador con un rendimiento global del proceso superior a 65 %.

Los farmacos rHu-GCSF y rHu PEG-GCSF obtenidos mediante el proceso descrito en la presente invencidn se
caracterizan exhaustivamente utilizando métodos analiticos monogréaficos e internos de ultima generacién. El
producto rHu-GCSF obtenido mediante el proceso de la presente invencién cumple los siguientes atributos criticos
de calidad, pero sin limitarse a los resultados de atributos criticos de calidad expuestos en detalle en la Tabla 1y
la Tabla 2:

Tabla 1: Calidad del rHu-GCSF obtenido mediante el proceso de la presente invencién

§Atributo critico de calidad (CQA) éResuItados obtenidos para el rHu-GCSF

iApariencia éLl’quido transparente, incoloro a ligeramente amarillento
%Identificacic’)n A - por ensayo §Debe mostrar la actividad biolégica descrita en el ensayo
3 ‘de farmacopea
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§Atributo critico de calidad (CQA)

éResuItados obtenidos para el rHu-GCSF

ildentificacic’)n B determinacion por enfoque
{isoeléctrico (impurezas con carga diferente a la del
{Filgrastim)

§Identificacic’)n C - determinacién por cromatografia de
{exclusion por tamafio (impurezas de masa molecular
§superior a la del Filgrastim/dimeros y sustancia
irelacionada de masa molecular superior)

§La banda principal en el electroferograma obtenido con
ila disoluciéon de prueba es similar en la posicion a la
:banda principal obtenida con la disolucién de referencia.

§EI tiempo de retencidn del pico principal obtenido con la
§diso|ucic’)n de prueba es similar al del pico principal
iobtenido con la disolucién de referencia.

{Identificacion D - determinacion por electroforesis en
igel de poliacrilamida en condiciones reductoras y no
ireductoras de cromatografia de exclusion por tamario
§(impurezas de masa molecular diferente a la del
{Filgrastim)

{En el electroferograma obtenido tanto en condicion
ireductora como no reductora, la banda principal obtenida
icon la disolucion de prueba es similar en la posicion a la
§banda principal obtenida con la disolucién de referencia.

Actividad (potencia)

‘Pureza de RP-HPLC

§80 -125% de la potencia declarada (no debe ser inferior
‘a 1x108 Ul de Filgrastim/mg de proteina)

‘No menos de 96,5% a 99,8%

§Prote|’nas relacionadas (impurezas totales) por HPLC

§EI area de cualquier pico distinto del pico principal no es
‘superior a 2% del area total de todos los picos. La suma

\de fase inversa ‘
| idel area de todos los picos distintos de los picos
§principales no es superior a 3,5 % del area total de los
i picos.

§GCSF oxidado élnferior a1,5%

. GCSF reducido Inferior a 1%

f-met GCSF

‘Dimero y sustancia relacionada de mayor masa !
imolecular determinada mediante cromatografia de
;exclusién por tamaiio !

{Inferior a 1,5%

| total de los picos con tiempo de retencién inferior al
pico principal debe ser inferior a 2%.

HCP {Inferior a 100 ppm
{ADN {Inferior a 10 ng/dosis
‘Endotoxina {Inferior a 2 EU/mg

:Contenido de proteinas :No menos de 0,9 mg/ml

ﬁEsteriIidad :Debe cumplir las pruebas de esterilidad de la farmacopea

Tabla 2: Calidad de rHu PEG-GCSF (PEG-FILGRASTIM) obtenido mediante el método de la presente
invencién

{Atributos criticos de calidad (CQA) iResuItados obtenidos para PEG GCSF

:Ll’quido transparente, incoloro o ligeramente amarillento

ECumpIe los requisitos descritos en el ensayo de potencia de la farmacopea

‘Apariencia

Identificaciéon A por potencia

‘El pico principal del cromatograma obtenido con la disolucién de prueba
imasas moleculares superiores a la :tiene un tiempo de retencion similar al del pico principal del cromatograma
idel Peg-filgrastim iobtenido con la disolucién de referencia.

‘Identificacion C por impurezas con iLa banda principal en el electroferograma obtenido con la disolucién de
imasas moleculares diferentes a la iprueba es similar en la posicion a la banda principal obtenida con la
idel peg-filgrastim ‘disolucion de referencia.

pH Entre 3,7y 4,3

§Contenido de proteinas ENo menos de 10 mg/ml

ﬁldentificacic’)n B por impurezas con

EEI total de los picos con tiempo de retencién inferior al pico principal debe
iser inferior a 5%.

‘Potencia ‘Entre 80% y 120%
| Aldehido mPEG libre :NMT 0,016 mg/ml

{Impurezas con masas moleculares
isuperiores al Peg-Filgrastim
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§Atributos criticos de calidad (CQA) Resultados obtenidos para PEG GCSF

iEsteriIidad EDebe cumplir las pruebas de esterilidad de la farmacopea

De la Tabla 1 y la Tabla 2 se desprende que el rHU-GCSF y el rHu PEG-GCSF obtenidos mediante el proceso de
la presente invencién tienen una mayor potencia con un perfil de impurezas mucho menor.

5 En la presente invencién, las mejoras antes mencionadas en el proceso de purificacién para producir rHu-GCSF
(filgrastim) y PEG-GCSF (Peg-filgrastim) serian beneficiosas en términos de disminucién de la intervencion
humana, de los gastos de capital y de los gastos operativos, ademas de un rendimiento general del producto que
se espera sea mayor.

10 También se divulgan, aunque no de acuerdo con la invencién, composiciones farmacéuticas de G-CSF en un
portador farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones pueden administrarse por via intravascular,
intraperitoneal, subcutanea, intramuscular o mediante formas conocidas en la técnica farmacéutica. Por via
intravascular, intraperitoneal, subcuténea, intramuscular, los componentes activos del farmaco pueden combinarse
con un portador adecuado, tal como agua, disolucién salina, dextrosa acuosa y similares.

15
Se divulga ademas, aunque no de acuerdo con la invencién, una composiciéon farmacéutica que comprende el G-
CSF obtenido a partir del proceso de la presente invencién en formulacién parenteral liquida 1.V con excipientes
farmacéuticamente aceptables para la proliferacion y diferenciacién de granulocitos.

20 Se divulga ademés, aunque no de acuerdo con la invencién, una composicién farmacéutica que comprende: G-
CSF o Filgrastim obtenido por el procedimiento de la presente invencién formulado en una disolucidn
amortiguadora de acetato de sodio 10 mM a pH 4,0, que contiene 5% de sorbitol y 0,004% de Polisorbato 80.

Ingrediente Cantidad
.................................................. F|Igrast|mMasde09mg
Acetato ...................................................................................................... 059mg .................................................
.................................................... Sorb|to|500mg
............................................. P o||sorbat080004mg
""""""""""""""""""""""""""""""""""""" sodio i 00%mg
"""""""""""""""""""" Aguaparainyeccon . QSatm

25 En una realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende: PEG-GCSF/Peg-Filgrastim
obtenido a partir del proceso de la presente invencién formulado en una disolucién amortiguadora de acetato de
sodio 10 mM a pH 4,0, que contiene 5% de sorbitol y 0,004% de Polisorbato 20.

Ingrediente Cantidad
"""""""""""""""""""""""""""" Peg-Filgrastm . MéasdetOomg
"""""""""""""""""""""""""""""""" Acetatoc . 05mg
""""""""""""""""""""""""""""""" sorbitl . . s00mg
"""""""""""""""""""""""""" Polisorbato20 . 004mg
"""""""""""""""""""""""""""""""" sodo . o00%Bmg
""""""""""""""""""""""" Aguaparainyecien . QSatm

30 Adicionalmente se divulga, sin embargo no de acuerdo con la invencién, el uso del GCSF aislado y preparado de
acuerdo con lo que se reivindica en la reivindicacién 1, en formulacién parenteral liquida |.V para la proliferacién y
la diferenciacién de granulocitos.

La invencién de acuerdo con la presente invencién puede ilustrarse mediante los siguientes ejemplos que no deben
35 interpretarse como limitativos del alcance de la invencion:

Ejemplo-1: Proceso de aislamiento y purificacién del G-CSF de la presente invencién

Paso 1: Produccién de rHu-GCSF por fermentacién de alta densidad celular de E.coli
40
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El medio de preinoculacién que contiene el antibiético adecuado se inocula con células de E. coli procedentes de
placas de petri reactivadas a partir de reservas congeladas. El cultivo se incuba a 30 °C, 12 horas a 250 rpm. El
preinéeulo y el in6culo posterior se preparan inoculando E. coli en un medio basal que contiene los antibiéticos
adecuados y se incuban a 30 °C, 12 horas a 250 rpm. El fermentador que contiene el medio salino basal
acondicionado se inocula con un cultivo de inéculo tal que la O.D. inicial a 600 nm sea de aproximadamente 0,1.
El cultivo se induce afiadiendo 1 mM de IPTG cuando se alcanza la O.D.sgonm deseada. Durante el cultivo en lotes
alimentados inducidos, tras la induccién, el caldo que contiene las células de E. coli inducidas se recolecta por
centrifugacién a 4°C y 6000 rpm durante 30 min. El sedimento celular recolectado se lava con disolucién salina
amortiguada con fosfato (PBS). Las células granuladas lavadas se almacenan a -80 °C hasta su posterior
procesamiento.

Paso 2: Lisis celular, aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusién

19,0 g de precipitado celular congelado obtenido de la fermentacién y diluido 15 X en disolucién amortiguadora de
lisis compuesta por 100 mM Tris, 20 mM EDTA, 250 mM NaCl y pH 8,0. La disolucién se mantuvo en agitacién a
temperatura ambiente (TA) durante 30 min.

Tras 30 minutos de agitacién, la suspensién celular se homogeneiza a alta presién utilizando un homogeneizador
de alta presién (PANDA, Niro Soavi) a 100000 kPa (1000 bares). La suspension celular completa se homogeneiza
durante tres pasadas. La lisis celular se controla comprobando la caida de la OD 600 nm y observando con
microscopio ptico.

Tras tres pases de lisis, el lisado celular se somete a centrifugacion a alta velocidad a 10.000 g durante 20 min. El
sedimento celular lisado se recupera cuidadosamente decantando el sobrenadante. Tanto el gréanulo lisado como
el sobrenadante se analizaron mediante SDS PAGE reductor.

El sedimento celular lisado obtenido tras la centrifugacién se resuspende de nuevo en disolucién amortiguadora
de lavado que contiene 20 mM Tris, 1% Triton X 100, 5 mM EDTA y pH 8,0. La suspensién se mantiene en agitacion
a temperatura ambiente durante 30 min. Tras 30 minutos de incubacién y agitacién en disolucién amortiguadora
de lavado, la suspensién se somete a centrifugacién a 10.000 g durante 20 min. La IB lavada se recupera en la
fraccién de granulos decantando cuidadosamente el sobrenadante. Tanto la IB lavada como el sobrenadante se
analizaron mediante SDS PAGE reductor para estimar su pureza. Los cuerpos de inclusién (IB) lavados se
almacenaron a -80 °C hasta su uso posterior.

Paso 3: Solubilizacidén de los cuerpos de inclusion para la liberacién de GCSF

Se pesd 1 g de cuerpo de inclusiéon y se solubilizé en 20 ml de disolucion amortiguadora de solubilizacion
compuesta por 50 mM Tris, 5 mM EDTAy 8 M Urea a pH 10. Tras 1 hora de solubilizacidn, se afiadieron 40 mM
de cisteina para reducir las uniones disulfuro, se reajusté el pH a 10,0 y se mantuvo para la solubilizacién durante
60 minutos a temperatura ambiente con agitacién continua. Tras la solubilizacién, la disolucién de cuerpos de
inclusién solubilizada se clarificé mediante centrifugacién a 11000 g durante 30 minutos.

Paso 4: Replegamiento de la proteina GCSF

La disolucién de cuerpos de inclusion clarificada y solubilizada se replegd afiadiéndola lentamente en 10
volimenes de disolucién amortiguadora de replegamiento compuesta por 50 mM de Tris, 0,5 M de Urea, 5% de
Sorbitol y 2 mM de Cistina. La dilucién se realiza mediante una bomba con tasa de flujo constante. Tras la adicién
de la muestra solubilizada a la disolucién amortiguadora de replegamiento, la muestra se mantuvo toda la noche
(aproximadamente 16 horas) para su replegamiento a temperatura ambiente (25°C).

a) SDS PAGE (reducido) para el analisis de pureza.
b) RP-HPLC para la identificacién y el analisis de pureza.
¢) Proteina total por Bradford

Paso 5: Clarificacidn de la disolucién replegada de proteina G-CSF acidificada

La disolucién de proteina clarificada replegada se acidificd afiadiendo una disolucién madre de acetato de sodio 1
M pH 4,0 equivalente a 20 mM de acetato de sodio y, finalmente, el pH se ajustd con acido clorhidrico 2 M hasta
pH 4,0 y se mantuvo 30 min en espera.

La disolucién de proteina G-CSF replegada acidificada puede someterse opcionalmente a filtracién para eliminar
los precipitados y particulas que puedan formarse antes de someterla a cromatografia. Dicha filtraciéon puede
seleccionarse preferiblemente del grupo que comprende la ultrafiltracién, la diafiltracién, la microfiltracién, la
filtracién en profundidad, la filtracion de flujo tangencial, la filtracién de flujo normal y la centrifugacién,
preferiblemente la microfiltracién.
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Si se opta por la clarificacién por filtracién, la seleccién se basa en el rendimiento para eliminar eficazmente
coloides, agregados, precipitados y particulas hasta un punto en que pueda cargarse directamente y proteja la
columna de cromatografia cadena abajo. La seleccién final se realiza en funcién de la calidad global 6ptima del
filtrado y del coste de la filtracién. Los criterios generales de seleccién de los filtros son los que se indican a
continuacién, pero no se limitan a ellos:

) Flujo

) Rendimiento

) Reutilizacion

) Ciclos de esterilizacién
) Liberacidn de no fibras

g) Coste de la filtracién/L/EJECUCION
h) Huella del equipo

Paso 6: Purificaciéon por cromatografia

Tras la acidificacién, la disolucién se filtré mediante microfiltracién con filtro de 0,2 p para eliminar los precipitados
y se cargd en 2 ml de columna de intercambio catiénico preequilibrada. La columna se lavé durante 5 CV con
disoluciéon amortiguadora de equilibrio compuesta de acetato de sodio 40 mM, pH 4,0 para llevar la absorbancia
UV280 al valor inicial. La columna se lavd de nuevo para eliminar las impurezas relacionadas con el producto con
disoluciéon amortiguadora de lavado que contenia acetato de sodio 40 mM pH 5,5. Tras el lavado, el rHu-GCSF
purificado se recuperé y se eluyd de la columna haciendo pasar disolucién amortiguadora de elucién compuesta
por acetato de sodio 40 mM, cloruro de sodio 200 mM a pH 5,4 Todas las muestras de cromatografia, incluyendo
la carga, el flujo continuo, los lavados y la elucién, se analizan utilizando los siguientes métodos analiticos: Las
fracciones de elucién de la cromatografia de intercambio catidnico que contenian rHu GCSF purificado se
agruparon y diluyeron 1:1 con disolucién amortiguadora compuesta de acetato de sodio 20 mM, sulfato de amonio
1,5 M, pH 5,4. La disolucién diluida se filtré con un filtro de 0,2 p para eliminar los precipitados y se cargd en 1 mi
de columna HIC preequilibrada. La columna se lavé durante 5 CV con un disolucién amortiguadora de equilibrio
compuesta por una disolucién amortiguadora de acetato de sodio 20 mM, y sulfato de amonio 0,8 M, pH 5,4 para
llevar la absorbancia UV280 al valor inicial. La proteina objetivo se recuperd y eluyé de la columna ejecutando un
gradiente lineal de equilibrio y la disolucién amortiguadora de elucién compuesta de disolucién amortiguadora de
acetato de sodio 20 mM, pH 4,0 en 20 CV.

Todas las muestras de cromatografia, incluyendo la carga, el flujo continuo, los lavados y la elucién, se analizan
utilizando los siguientes métodos analiticos:

a) SDS PAGE (reducido) para el analisis de pureza.

b) RP-HPLC para la identificacién y el analisis de pureza.

¢) Proteina total por Bradford

d) Determinacién de HCP utilizando ELISA

e) Cuantificacién de endotoxinas mediante la prueba de LAL.

Paso 7: Recuperacién del G-CSF purificado en disolucién amortiguadora de formulacion

Las fracciones de HIC que contenian la proteina objetivo purificada se intercambiaron en una disolucién
amortiguadora de formulaciéon predefinida compuesta por 10 mM de sodio, pH 4,0, 5% de sorbitol, 0,004% de
Polisorbato 80 y se concentraron mas hasta 1 mg/ml utilizando una membrana de ultrafiltracion de 10 kDa. La
disolucién concentrada final de rHU-GCSF se filtr6 estériimente con 0,2 micras y se almacené a 2-8 °C hasta su
uso posterior.

La disolucidén concentrada final de G-CSF se analizé mediante los siguientes métodos analiticos para comprobar
si la disolucidén concentrada de G-CSF o el principio activo de G-CSF o el principio activo a granel de G-CSF o el
APl de G-CSF cumplian las especificaciones.

a) Apariencia y pH

b) Comprobacién de la identidad y la pureza mediante SDS PAGE, Western blot, analisis de la secuencia N-
terminal, enfoque isoeléctrico (IEF) y mapa peptidico.

¢) Determinacién de HCP utilizando ELISA,

d) Bioactividad segln especificacién.

e) Cuantificacién del ADN de la célula hospedera mediante q PCR.

f) Cuantificacién de endotoxinas mediante la prueba de LAL.

g) Agregado por HPLC de exclusién por tamafio.

h) Impurezas relacionadas por RP-HPLC.

i) Esterilidad segln especificacién.
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Paso 8: Conjugacion y purificacidn del G-CSF pegilado utilizando cromatografia de intercambio catiénico

El rHu-GCSF purificado presente en una disolucién amortiguadora de acetato de sodio 10 mM, pH 4,0, que
contiene 5% de sorbitol y 0,004% de Tween 80 a una concentracidén de 1-1,2 mg/mL se ajusta a pH ~ 5,0 mediante
la adicion de acetato de sodio 1 M a pH 5,0. La potencia final de la disolucién amortiguadora es de
aproximadamente 50 mM. Se afiade a la mezcla de reaccion mPEG-20kDa-PEG-aldehido una cantidad 3X (en
peso) de mMPEG-20kDa-CHO a la cantidad de rHu-GCSF presente en la mezcla de reaccion antes de la pegilacion.
Inmediatamente se afiaden 20 mM de cianoborohidruro de sodio [Na(CN)BH3] a la mezcla de reaccién. La mezcla
de reaccion se agita a temperatura ambiente [~ 25 °C] durante la noche. En el proceso se realiza un analisis de
calidad para comprobar el % de filgrastim monopegilado, generalmente se obtiene un 75-80 % de filgrastim
monopegilado después de 14 horas, la reaccién se inactiva con 1M de tris a pH 8,0 y se almacena a 2-8 °C hasta
su posterior procesamiento.

La mezcla de reaccién de conjugacién se diluye 20X con disolucién amortiguadora de equilibrio y se ajusta el pH
a 4,0. La muestra diluida se carga en una columna de cromatografia de intercambio catiénico preequilibrada
(MacroCap SP) a una tasa de flujo de revestimiento de 100 cm/h. La columna se lava durante 5 CV con disolucién
amortiguadora de equilibrio compuesta de acetato de sodio 20 mM, pH 4,0 para llevar la absorbancia UV280 al
valor inicial a una tasa de flujo de revestimiento de 100 cm/h. El rHu-GCSF monopegilado N-terminal purificado se
recupera y se eluye de la columna haciendo pasar disolucién amortiguadora de elucién compuesta de acetato de
sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 4,0 en gradiente de revestimiento 0-100% durante 10 CV a una tasa de flujo de
revestimiento de 100 cm/h.

Todas las muestras de cromatografia, incluyendo la carga, el flujo continuo, los lavados y la elucién, se analizan
utilizando los siguientes métodos analiticos:

d) SDS PAGE (reducida) para el analisis de pureza.
e) RP-HPLC para la identificacion y el anélisis de pureza.
f) Proteina total por Bradford

La fraccidn objetivo del eluido de la cromatografia se intercambia en una disolucién amortiguadora que contiene
10 mM de acetato de sodio, 5% de sorbitol, 0,004% de Polisorbato 20, pH 4,0.

La muestra intercambiada con la disolucién amortiguadora se concentra alin mas hasta ~ 11 mg/ml mediante una
membrana de ultrafiltracién de 10 kDa. El retentado final del TFF se filtra estérilmente con 0,2 micras para obtener
un filtrado de la calidad prevista y se diluye utilizando disolucién amortiguadora. Durante la filtracion estéril para
recuperar el producto retenido, la filtracién se optimiza para recuperar el producto a una concentracién de PEG-
GCSF de > 10 mg/ml. El producto final se almacena a 2-8 °C hasta su uso posterior. La disolucién concentrada
final de peg-filgrastim se analiza mediante los siguientes métodos analiticos para comprobar si la disolucién
concentrada de peg-filgrastim o el principio activo de peg-filgrastim o el principio activo de peg-filgrastim a granel
o el API de peg-filgrastim cumplen las especificaciones.

j) Apariencia y pH

k) Comprobacién de la identidad y la pureza mediante SDS PAGE, Western blot, anélisis de la secuencia N-
terminal, enfoque isoeléctrico (IEF) y mapa peptidico.

I) Determinacién de HCP utilizando ELISA,

m) Bioactividad segln especificacién.

n) Cuantificacién del ADN de la célula hospedera mediante q PCR.

o) Cuantificacién de endotoxinas mediante la prueba de LAL.

p) Agregado por HPLC de exclusién por tamafio.

q) Impurezas relacionadas por RP-HPLC.

r) Esterilidad segun especificacion.

En la presente invencién, las mejoras antes mencionadas en el proceso de purificacion del PEG-GCSF seran

beneficiosas en términos de disminucidn de la intervencién humana, los gastos de capital y los gastos operativos,
ademas de un mayor rendimiento global esperado en el producto final.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para la preparacién de PEG-G-CSF, que comprende los siguientes pasos:

i) produccién de rHu-GCSF por fermentacién de alta densidad celular de E. coli y aislamiento de los cuerpos de
inclusién;

ii) en donde los cuerpos de inclusién aislados se lavan en una disolucién amortiguadora seleccionada del grupo
que comprende la disolucién amortiguadora Tris-EDTA-Tritdn, la disolucidn amortiguadora Tris-EDTA-DOC, la
disolucion amortiguadora Tris- NaCl-Urea, la disolucion amortiguadora Tris y TritonX-100, o una mezcla,
preferiblemente la mezcla de Tris- EDTA, Urea, NaCl y TritonX-100;

en donde Tris est4 presente en un rango de 30 - 50 mM, EDTA en un rango de 3 - 7 mM, Urea en un rango de 0,1
-0,5M, NaClenunrangode 1 -2 M,y Triton X 100 en un rango de 0,8 - 1,5 %);

en donde el pH de la disolucién amortiguadora de lavado est4 en el rango de 7,5-8,5;

en donde la temperatura esta en el rango de 20 a 25 °C y el tiempo de incubacién esta en el rango de 60 a 90
minutos;

iii) solubilizacién de los cuerpos de inclusidén obtenidos del paso (ii) para liberar el G-CSF con una mezcla de urea,
disoluciéon amortiguadora y un agente reductor a un pH alcalino; en donde los cuerpos de inclusién aislados se
solubilizan en una mezcla solubilizante de urea, disolucién amortiguadora y un agente reductor;

en donde el agente reductor es cisteina presente en un rango de 20 a 100 mM; en donde la disolucidn
amortiguadora es una mezcla de Tris, EDTA y Ureg;

en donde la conc. de urea estd en un rango de 6 - 8 M, Tris estd en un rango de 20 - 50 mM y EDTA esta en un
rango de 2 - 7 mM;

en donde el pH de la mezcla de solubilizacidén esta en un rango de 9,5 - 10,5;

en donde los cuerpos de inclusién solublizados se clarifican para liberar la proteina G-CSF mediante centrifugacion
a un rango de 8000 - 15000 g;

en donde se estima la pureza de la proteina G-CSF liberada por los cuerpos de inclusién solublizados mediante
RP-HPLC;

en donde la pureza del G-CSF liberado se encuentra en un rango de 25 - 50%;

iv. replegamiento de la proteina G-CSF obtenida en el paso (iii), en una disolucién amortiguadora de replegamiento;
que contiene urea, sorbitol y un agente oxidante;

en donde el agente oxidante es cistina;

en donde la cistina esta presente hasta en 3 mM;

y en donde la urea esta presente en unrangode 0,4-1M

en donde la cantidad de sorbitol es de 5%;

en donde se estima la pureza de la proteina G-CSF mediante RP-HPLC; en donde

la pureza de G-CSF esta en el rango de 40-70%;

en donde el proceso de replegamiento se lleva a cabo a 25 °C durante 12-18 horas

en donde la disolucidén de proteina G-CSF se acidifica en presencia de un agente acidificante;

en donde el agente acidificante se selecciona del grupo que comprende el acetato de sodio, el acido acético, el
acido clorhidrico y el acido ortofosférico;

en donde el pH de la disolucién de proteina replegada acidificada esté en el rango de 3,5-4,5 y dicha disolucién se
mantiene durante 30-45 min a este pH; y

en donde el rendimiento del paso de replegamiento est4 en el rango de 60-85%.

v. clarificacién y purificacién de la proteina G-CSF obtenida en los pasos (iv);
vi. conjugar el G-CSF purificado obtenido del paso (v) con PEG; y
vii. purificar el G-CSF conjugado (pegilado) obtenido del paso (vi) mediante cromatografia de intercambio catiénico;

en donde el rendimiento del proceso estd en el rango de 50 a 70% y la pureza del G-CSF analizada por SEC-
HPLC no es inferior a 98%;

en donde la suma de las impurezas como el agregado no es superior a 2% y la pureza del G-CSF analizada por
RPHPLC no es inferior a 96,5%;

en donde la suma de GCSF oxidado, GCSF reducido y GCSF f-met no es superior a 3,5 %;

en donde el rendimiento del proceso de produccién de PEG-GCSF a partir de GCSF esté en el rango de 60 a 75%
y la pureza del PEG-GCSF analizada por SEC-HPLC no es inferior a 95%

2. El proceso reivindicado en el paso (vii) de la reivindicacién 1, en donde la cantidad de GCSF oxidado presente
es inferior a 1,5%, el GCSF reducido es inferior a 1% y el GCSF f-met es inferior a 1,5%.

3. El proceso reivindicado en el paso (vii) de la reivindicacién 1, en donde la cantidad de agregados presentes es
inferior a 2%.
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4. El proceso reivindicado en el paso (vii) de la reivindicacién 1, en donde el rendimiento del proceso de GCSF no
es inferior a 50% y el rendimiento del proceso de PEG-GCSF no es inferior a 60%.

5. El proceso reivindicado en el paso (i) de la reivindicacién 1, en donde las células producidas a partir de la
fermentacién de alta densidad celular de E. coli se lisan mediante una disolucién amortiguadora de lisis;

en donde el pH de la disolucién amortiguadora de lisis esta en un rango de 7,5-8,5;

en donde el aislamiento se realiza mediante instrumentos seleccionados del grupo que comprende el sonicador a
escala de laboratorio, el homogeneizador celular de alta presién, la centrifugacion y la filtracién, o una combinacién,
preferiblemente una combinacién del sonicador a escala de laboratorio y el homogeneizador celular de alta presién.

6. El proceso reivindicado en el paso (v) de la reivindicacién 1, en donde la proteina G-CSF se clarifica y purifica
para obtener un eluido de proteina G-CSF,;

en donde la disolucién de proteina G-CSF se somete a filtracién y centrifugacién para su clarificacién con el fin de
eliminar los precipitados y las particulas antes de someterla a cromatografia para su purificacion;

en donde la clarificacién se selecciona del grupo que comprende la ultrafiltracion, la diafiltracidn, la microfiltracion,
la filtracidn en profundidad, la filtracién de flujo tangencial, la filtracién de flujo normal y la centrifugacion;
preferiblemente, la clarificacién se realiza mediante microfiltracién o centrifugacion;

en donde el proceso de centrifugacion se selecciona entre el modo discontinuo y el modo continuo, preferiblemente
el proceso de centrifugacion es el modo continuo; en donde el método de purificacién comprende dos métodos de
cromatografia; en donde los métodos de cromatografia son la cromatografia de intercambio iénico y la interaccidon
hidrofébica;

en donde la cromatografia de intercambio i6nico se selecciona entre la cromatografia de intercambio catidnico y la
cromatografia de intercambio anibnico, preferiblemente la cromatografia de intercambio catiénico, mas
preferiblemente la cromatografia de intercambio catidnico débil;

en donde la cromatografia de intercambio catiénico comprende una fase estacionaria y una fase mévil,

en donde la fase estacionaria se selecciona del grupo que comprende SP-Sefarosa FF, CM-Sefarosa FF, SP-
Sefarosa HP, Fractogel SO3 y Fractogel SE HiCap, mas preferiblemente CM-Sefarosa, preferiblemente la fase
estacionaria es CM-Sefarosa FF;

en donde la fase movil se selecciona del grupo que comprende acetato de sodio, acido acético, fosfato de sodio,
acido ortofosférico o una mezcla, preferiblemente una mezcla que comprende acetato de sodio y acido acético;
en donde la concentracién de la fase moévil es de 20 - 50 mM, y el pH esta en el rango de 3,5 - 4,5;

en donde la proteina GCSF se eluye de la columna de intercambio catiénico utilizando la disolucién amortiguadora
compuesta por acetato de sodio, 4cido acético y NaCl, a un pH en el rango de 4,0 - 6,0, preferiblemente en el
rango de 4,5 - 5,6;

en donde el modo de elucién se selecciona del grupo que comprende gradiente escalonado, gradiente lineal y
combinacién de ambos, preferiblemente el gradiente utilizado para la elucién es gradiente escalonado;

en donde la elucién se realiza a una tasa de flujo de 100-250 cm/h, mas preferiblemente de 150-200 cm/h;

en donde la capacidad de unién dinamica del eluido esta en el rango de 10-20 mg/ml, preferiblemente 15-18
mg/mL;

en donde la pureza RP-HPLC del G-CSF del paso de cromatografia de intercambio catiénico se encuentra en un
rango de 90% - 97%;

en donde el rendimiento de la proteina G-CSF del paso de cromatografia de intercambio catiénico, se sitia en un
rango de 90% - 98%;

en donde el eluido de la cromatografia de intercambio idnico que contiene rHu-G-CSF se aplica a la fase
estacionaria de la cromatografia de interaccién hidrofébica en condiciones acidas en el rango de pH 2,0 - 7,0,
preferiblemente pH 4,0 a pH 6,0;

en donde el eluido de la cromatografia de intercambio ibnico se diluye con sulfato de amonio para garantizar que
la concentracién efectiva de sulfato de amonio en la disolucién diluida se mantiene en el rango de 0,5 - 1,5 M,
preferiblemente en el rango de 0,7 - 1,0 M;

en donde la cromatografia de intercambio i6nico comprende una fase estacionaria y una fase movil,

en donde el eluido de cromatografia de intercambio idnico tratado con sulfato de amonio que contiene G-CSF se
aplica a la fase estacionaria de la cromatografia de interaccién hidréfoba en condiciones é&cidas, preferiblemente
en el rango de pH 2,0 - pH 7,0, més preferiblemente pH 4,0 - pH 6,0;

en donde la fase estacionaria se selecciona del grupo que comprende fenil sefarosa FF, butil sefarosa, Nuvia-
cPrime, HEA hipercelular, PPA hipercelular, fenil sefarosa HP, MEP hipercelular y Capto Adhere, preferiblemente
fenil sefarosa FF;

en donde la fase mévil de la cromatografia de interaccién hidréfoba comprende una mezcla de acetato de sodio,
acido acético y sulfato de amonio a un pH en el rango de 4,5 - 6, més preferiblemente 5,2 - 5,8;

en donde la elucién se realiza a una tasa de flujo de 95-300 cm/h, preferiblemente de 100-250 cm/h;

en donde la proteina GCSF purificada se eluye de la fase estacionaria de la cromatografia de interaccion
hidrofébica utilizando una fase mévil que comprende acetato de sodio y acido acético a un pH en el rango de 4 -
6, mas preferiblemente en el rango de 4,0 - 5,0;

en donde el modo de elucién se selecciona del grupo que comprende gradiente escalonado, gradiente lineal y
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combinacién de ambos, preferiblemente el gradiente utilizado para la elucién es gradiente escalonado;

en donde el eluido se obtiene a una tasa de flujo de 95-300 cm/h, preferiblemente de 100-250 cm/h;

en donde la pureza de la proteina G-CSF obtenida mediante cromatografia de interaccién hidrofébica esta en un
rango de 96,5% - 99,5%; y

en donde el rendimiento de la proteina G-CSF obtenida por cromatografia de interaccién hidrofébica esta en un
rango de 80% a 90%.

7. El procedimiento reivindicado en el paso (vi) de la reivindicacién 1, en donde la proteina G-CSF purificada se
conjuga con polietilenglicol (PEG) en una disolucién amortiguadora;

en donde la disolucién amortiguadora se selecciona del grupo que comprende acetato de sodio, acetato de fosfato,
fosfato de hidrégeno de potasio, fosfato de dihidrégeno de potasio, fosfato de hidrégeno de disodio, ftalato de
hidrégeno de potasio, tetraborato de sodio, preferiblemente la disolucién amortiguadora es acetato de sodio;

en donde el pH de la reaccién de conjugacién esta en un rango de pH 5,0 - 5,8;

en donde la reaccién de conjugacién se lleva a cabo afiadiendo una cantidad de 3 a 5 veces superior (p/p) de
aldehido PEG 20kD;

en donde la reaccién de conjugacién se lleva a cabo en presencia de un agente reductor seleccionado del grupo
que comprende cianoborohidruro de sodio, triacetoxi borohidruro de sodio, borohidruro de sodio, ditionito de sodio,
hidrosulfito de sodio, preferiblemente el agente reductor es cianoborohidruro de sodio; en donde el agente reductor
esta presente en el rango de 10 a 30 mM, preferiblemente el agente reductor es 20 mM,;

en donde la mezcla de reaccién se agita a 25 °C de 12 a 18 horas, preferiblemente de 12 a 16 horas;

en donde el rendimiento del rHu-GCSF monpegilado a partir de la reaccién de conjugacion esté en el rango de 65
- 85%, preferiblemente el rendimiento es del 70 - 75%; y

en donde la temperatura para almacenar la mezcla de reaccién de rHu-GCSF monopegilado esta en el rango de
1 a 10 °C, preferiblemente la temperatura esta en el rango de 2-8 °C.

8. El proceso reivindicado en el paso (vii) de la reivindicacién 1, en donde la proteina G-CSF pegilada conjugada
se purifica para obtener G-CSF monopegilado mediante cromatografia de intercambio catiénico;

en donde el G-CSF pegilado conjugado se diluye con disolucién amortiguadora de equilibrio para ajustar el pH en
el rango de 3,5-5,0, preferiblemente el pH se ajusta en el rango de 4,0-4,5;

en donde la cromatografia de intercambio catiénico comprende una fase estacionaria y una fase mévil,

en donde la fase estacionaria se selecciona del grupo que comprende MacroCap-SP y SP Sefarosa FF, Fractogel
SO3, preferiblemente la fase estacionaria es MacroCap-SP;

en donde la fase mévil se selecciona entre el acetato de sodio, el acido acético, el NaCl y su mezcla,
preferiblemente la fase mévil es una mezcla;

en donde el acetato de sodio esta presente en el rango de 10 a 50 mM, y el NaCl esta presente en el rango de
0,25 a 0,75 M, en donde el pH de |la fase movil esta presente en el rango de 3,5 - 5, preferiblemente el pH es de
4,0 -4,5;

en donde el modo de elucién se selecciona del grupo que comprende gradiente escalonado, gradiente lineal y
combinacién de ambos, preferiblemente el gradiente utilizado para la elucién es gradiente escalonado;

en donde el r-Hu-GCSF monopegilado purificado se recupera a una tasa de flujo de 100-150 cm/h, preferiblemente
100 cm/h;

en donde el rendimiento del GCSF monopegilado a partir de la cromatografia de intercambio catidnico esta en el
rango de 80 a 95%, preferiblemente el rango es de 85 a 90%);

en donde el rHu-GCSF monopegilado purificado se concentra en el rango de 9-12 mg/ml mediante membrana de
ultrafiltracién de 10 kDa, preferiblemente el rHu-GCSF monopegilado purificado se concentra en el rango de 11,0-
11,5 mg/ml; y

en donde

el rHu-GCSF monopegilado purificado obtenido se almacena a una temperatura en el rango de 1-10 °C,
preferiblemente a 2-8 °C.
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Figura 2
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Figura 3

Descripciones de los carriles:
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Figura 6
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