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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A UM METODO DE PURIFICACAO DE UMA HORMONA
RECOMBINANTE FOLICULO-ESTIMULANTE (FSH) OU UMA VARIANTE DE FSH RECOMBINANTE.
O METODO COMPREENDE OS PASSOS DE SUJEICAO DE UM LIQUIDO CONTENDO A FSH
RECOMBINANTE OU A VARIANTE DE FSH RECOMBINANTE A UMA CROMATOGRAFIA DE
PERMUTA ANIONICA, A UMA CROMATOGRAFIA DE INTERACCAO HIDROFOBICA, E A UMA
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE COM CORANTE, EM QUE ESTAS CROMATOGRAFIAS PODEM
SER REALIZADAS EM QUALQUER ORDEM, E EM QUE O METODO NAO COMPREENDE
CROMATOGRAFIA DE PERMUTA ANIONICA FRACA NEM UMA CROMATOGRAFIA DE FASE
REVERSA. O METODO DE PURIFICACAO RESULTA NUM RENDIMENTO ELEVADO DE FSH
RECOMBINANTE COM UM GRAU DE PUREZA DESEJADO. A FSH OBTIDA E ESPECIALMENTE
UTIL PARA A PROFILAXIA E TRATAMENTO DE DISTURBIOS E INDICAQOES MEDICAS EM QUE
AS PREPARAQOES DE FSH SAO CONSIDERADAS COMO MEDICAMENTOS UTEIS.
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RESUMO

"METODO PARA A PURIFICAGCAO DE FSH RECOMBINANTE"

A presente invencdo refere-se a um método de
purificacdo de uma hormona recombinante foliculo-esti-
mulante (FSH) ou uma variante de FSH recombinante. O método
compreende o0s passos de sujeicdo de um liquido contendo a
FSH recombinante ou a variante de FSH recombinante a uma
cromatografia de permuta anidnica, a uma cromatografia de
interaccdo hidrofébica, e a uma cromatografia de afinidade
com corante, em que estas cromatografias podem ser reali-
zadas em qualguer ordem, e em que o método ndo compreende
cromatografia de permuta anidénica fraca nem uma cromato-
grafia de fase reversa. O método de purificacdo resulta num
rendimento elevado de FSH recombinante com um grau de
pureza desejado. A FSH obtida ¢é especialmente Util para a
profilaxia e tratamento de distUrbios e indicacdes médicas
em que as preparagdes de FSH sdo consideradas como

medicamentos Uteis.
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DESCRICAO

"METODO PARA A PURIFICAGCAO DE FSH RECOMBINANTE"

A presente invencdo refere-se a um método de
purificacdo de uma hormona recombinante foliculo-estimu-
lante (FS3SH) ou uma variante de FSH recombinante. O método
compreende as etapas de sujeicdo de um liquido contendo a
FSH recombinante ou uma variante de FSH recombinante a uma
cromatografia de permuta anidnica, a uma cromatografia de
interaccdo hidrofébica, e a uma cromatografia de afinidade
com corante, em que estas cromatografias podem ser reali-
zadas em qualguer ordem, e em que o método ndo compreende
cromatografia de permuta anidénica fraca nem uma croma-
tografia de fase reversa. O método de purificacdo resulta
num rendimento elevado de FSH recombinante com um grau de
pureza desejado. A FSH obtida é especialmente util para a
profilaxia e para o tratamento de distUrbios e indicacdes
médicas em que as preparacdes de FSH sdo consideradas como

medicamentos Uteis.

A hormona foliculo-estimulante (FSH) ¢é produzida
pelas células gonadotrépicas da pituitdria anterior e
libertada para a circulacdo. A FSH actua Jjuntamente com a
hormona luteinizante (LH) no <controlo da maturacdo de
obcitos em fémeas e da espermatogénese em machos. Tanto a

FSH como a LH pertencem a uma familia de glicoproteinas
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heterodiméricas que consistem em duas cadeias [ e o né&o
covalentemente ligadas as quais sdo codificadas por genes
separados. Ambas as cadeias o e [ sdo glicosiladas. A
subunidade o consiste em 92 residuos de aminoéacidos,
enquanto que a subunidade (B consiste em 111 residuos de
aminoacidos, cada um dos quais tem dois potenciais locais

de glicosilacdo ligados a asparagina.

A FSH humana ¢é usada para tratar mulheres sem
ovulacdo, para a estimulacdo do desenvolvimento mul-
tifolicular (superovulacdo) e na preparacdo para uma
concepcdo assistida, tal como, a IVF, ICSI, GIFT ou CIFT.
Além disso, a FSH humana ¢é utilizada para estimular a
maturacdo de foliculos em mulheres com producdo reduzida ou
nula de FSH e para estimular a espermatogénese em homens

que sofrem de oligoespermia.

Num regime de tratamento tipico para a inducédo da
ovulacdo, sdo administradas diariamente a um paciente
injeccdes de FHS ou uma variante (cerca de 75 a 450 UI de
FSH/dia) durante um periodo de cerca de 6 a cerca de 12
dias. Num regime de tratamento tipico para hiperestimulacéo
ovariana controlada, sdo administradas diariamente a um
paciente injeccdes de FSH ou de uma variante (cerca de 150
a 600 UI de FSH/dia) por um periodo de cerca de 6 a cerca

de 12 dias.

Para a estimulacdo da espermatogénese tem sido

usado com sucesso um regime usando 150 UI de FSH trés vezes
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por semana em combinacdo com 2500 UI de hCG duas vezes por
semana para se conseguir uma melhoria na contagem de
esperma nos homens que sofrem de hipogonadismo

hipogonadotréfico.

Até aos anos 80, uma fonte primadria de FSH humana
era a FSH derivada da urina isolada a partir de urina de
mulheres em idade fértil. Uma forma adicional purificada de
elevada pureza, da FSH derivada de urina foi introduzida
nos anos 90, e, finalmente, wuma FSH recombinante foi
desenvolvida e tem sido amplamente utilizada desde o ano de
1998. Com o advento da tecnologia do ADN recombinante,
tornou-se possivel produzir FSH humana em culturas de
células transfectadas com as sequéncias de acidos nucleicos
que codificam para a cadeia o e R. As sequéncias de ADN que
codificam para as cadeias o e R e métodos para produzir a
FSH recombinante foram descritos por exemplo em WO

88/10270, WO 86/04589 e EP 0 735 139.

Actualmente, existem dois produtos comerciais da
FSH humana recombinante no mercado na Alemanha, GONAL-f® e
Puregon®, ambos o0s quais sdo produzidos através da expres-
sdo das sequéncias de ADN que codificam para as cadeias o e
R do tipo nativo humanas em células de ovario de hamster

chinés (CHO).

Devido a importdncia da FSH no tratamento de
distlrbios de fertilidade, ¢é desejdvel a disponibilizacédo

da FSH recombinante de elevada pureza e de elevada
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actividade especifica. O tratamento com FSH requer injecdes
repetidas. As preparacdes de FSH altamente purificada podem
ser administradas por via subcutédnea, permitindo a auto-
administracdo pelo paciente, melhorando assim a comodidade

e o cumprimento da terapia pelo doente.

O pedido de patente internacional WO 2006/051070
Al de Ares Trading S.A. descreve um método de purificacéo
de FSH recombinante, compreendendo os seguintes passos: 1)
cromatografia de afinidade com corante, 2) cromatografia de
interaccdo hidrofdébica; e 3) cromatografia de fase reversa.
Mais, o documento WO 2006/051070 Al divulga um método de
purificacdo de FSH compreendendo o0s passos de submeter a
FSH a 1) cromatografia de permuta anidnica, 2) cromato-
grafia de afinidade <com corante, 3) cromatografia de
interaccdo hidrofébica, 4) cromatografia de fase reversa e

5) cromatografia de permuta anidnica.

0 pedido internacional de patente WO 2005/063811
Al de Ares Trading S.A. refere-se a um método de puri-
ficacdo de FSH humana recombinante compreendendo 08 passos
de (1) cromatografia de permuta idnica; (2) cromatografia
com 1ido metédlico imobilizado; e (3) cromatografia de

interaccdo hidrofdébica (HIC).

O documento WO 2007/065918 A2 de Ares Trading
S.A. descreve um método de purificacdo de FSH compreendendo
o0 passo de cromatografia: cromatografia de afinidade com

corante, cromatografia de permuta aniénica fraca,
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cromatografia de interaccdo hidrofdbica, e cromatografia de
permuta anidénica forte, que pode ser levada a cabo em

qualgquer ordem.

Existe uma necessidade continua de novos métodos
de purificacdo de FSH recombinante e variantes da FSH. Em
particular, existe uma necessidade de métodos de purifi-
cacdo que evitam a utilizacdo de passos de cromatografia de
fase reversa. Mais, ¢é desejavel ter um método de puri-
ficacdo que ndo dependa de cromatografia de imuncafinidade,
mas que possa ser realizado sem este passo de custo

elevado.

De acordo com a presente invencdo, este e outros
problemas s&do resolvidos por meio das caracteristicas da
reivindicacdo principal. As concretizacdes vantajosas estédo

definidas nas reivindicacdes dependentes.

E um objecto da invencdo proporcionar um método
novo e vantajoso para a purificacdo da FSH recombinante ou

uma variante de FSH recombinante.

Num primeiro aspecto, a invencdo proporciona um
método de purificacdo da FSH humana recombinante ou uma
variante de FSH a partir de um liquido contendo a FSH em
bruto, compreendendo 0s seguintes passos:

- uma cromatografia de permuta anidnica,

- uma cromatografia de interaccdo hidrofébica, e
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- uma cromatografia de afinidade com corante,
que podem ser realizadas em qualguer ordem, em que o método
evita qualquer cromatografia de permuta anidénica fraca, bem

como qualgquer cromatografia de fase reversa.

Numa outra forma de realizacdo, os diferentes
passos cromatograficos sdo realizados pela seguinte ordem:
(1) cromatografia de permuta anidnica, (2) cromatografia de
interaccdo hidrofébica, e (3) cromatografia de afinidade
com corante. A cromatografia de permuta anidnica (AEC)
baseia-se em interaccdes carga-carga entre as proteinas na
amostra e as cargas imobilizadas na resina. Na
cromatografia de permuta anidbnica, os ides de ligacdo das
proteinas sdo negativos, e o grupo funcional imobilizado é
positivo. As resinas de permuta anidnica vulgarmente
utilizadas sd&o a Q-resina, uma amina guaternéaria, e a
resina DEAE (DiEtilAminoEtano). No entanto, em geral, o
passo de cromatografia de permuta anidénica pode ser
realizado com todas as resinas ou membranas de permuta
anibénica comuns comercialmente disponiveis. As resinas de
permuta anidénica podem ser utilizadas na forma de colunas
previamente carregadas com enchimento. Alternativamente, as
colunas podem ser auto-preparadas. Ndo existem limitacdes
especificas quanto a capacidade e a geometria das colunas,
além das habituais. O perito na técnica sabe que a
quantidade de resina de permuta anidénica a ser utilizada
depende do contetido total de proteinas do fluido de cultura

celular ou qualgquer outro fluido, por exemplo, o eluato de
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um passo anterior de cromatografia, aplicado a coluna no

passo de captura.

As resinas tipicas de permuta anidnica fortes que
podem ser utilizadas para o objectivo da invencédo
compreendem os grupos funcionais, tais como: fraccdes de
aminoetilo quaternério (QAE), as resinas incluem, por
exemplo, Toyopearl OQAE (disponivel da Tosoh Bioscience,
Alemanha), Selectacel QAE (um derivado de celulose
aminoetilo quaternéadrio, disponivel da empresa Polysciences
Inc., Pensilvédnia EUA) e outros; porcgbes de amdnio
quaternério (Q), as resinas incluem, por exemplo, 0
Sepharose XL, Q Sepharose FF, Q-Sepharose HP (disponiveis
da GE Healthcare, Alemanha), Resource Q (disponivel da GE
Healthcare, Alemanha), Macro Prep High Q (Bio-Rad,
Califdérnia, EUA), Toyopearl Super QO (disponivel da Tosoh
Bioscience, Alemanha), UNOsphere Q (disponivel da Bio-Rad,
Califérnia, EUA), e grupos trimetilamdé4niometilo (TMAE), as
resinas incluem, por exemplo, Fractogel EMD TMAE (dispo-

nivel da Merck, Alemanha).

A cromatografia de permuta anidnica ¢é prefe-
rencialmente uma cromatografia de permuta anidénica forte
que é realizada utilizando uma resina de permuta anidnica
forte tendo grupos funcionais N (CHz)z, ou uma resina com

caracteristicas semelhantes.

Os exemplos preferidos de resinas de permuta

aniénica fortes que podem ser usadas para o propdsito da
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invencdo s&do resinas permutadoras anidénicas fortes de
aménio quaterndrio conhecidas no estado da técnica como
UNOsphere Q, Q Sepharose HP e outras resinas tendo porcdes

de amdénio quaterndrio (Q).

As caracteristicas do permutador anidénico forte

UNOsphere Q sdo as gque se seguem:

Grupo funcional -N* (CHz3s) 3
Capacidade idénica total 120 peg/mL

Capacidade de ligacédo dinédmica

150 cm/h 180 mg/mL

600 cm/h 125 mg/mL
Contra-ido de envio Cl-
Tamanho médio de particula 120 pm

Gama de caudal linear recomendado 50-1200 cm/h
Estabilidade quimica
1,0 M de NaOH (20°C) até 2000 horas
1,0 M de HC1 (20°C) até 200 horas

Alteracdes de volume

pH 4-10 <5%
0,01-1,0 M de NaCl <5%
Estabilidade ao pH 1-14

As caracteristicas do permutador anidnico forte Q

Sepharose HP sdo com se segue:
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Capacidade idnica 0,14-0,20 mmol Cl-/mL
Capacidade dindmica 70 mg BSA/mL de meio
Caudal rec. 30-150 cm/h

Pressdo max. no leito empacotado
durante a operacdo 3 bar (42 psi, 0,3 MPa)
Limite de pressdo do material da 5 bar (73 psi, 0,5 MPa)

coluna em carga elevada

Tamanho médio de particula 34 pm

Limite de exclusdo (M) Aprox. 4 x 10° de proteina
globular

Matriz Agarose reticulada, 6%

Estabilidade ao pH 2-12 (em operacdo e longo prazo)

1-14 (curto prazo)
Estabilidade quimica Estavel em todos os tampdes

vulgarmente utilizados

E preferivel evitar a utilizacdo de resinas de
permuta anidénica fracas, tais como as baseadas em dietil-
aminoetilo (DEAE) ou dimetilamincetilo (DMAE) como grupos

funcionais.

O passo de cromatografia de permuta anidnica é
realizado de preferéncia utilizando um tampdo com um pH
ligeiramente alcalino, por exemplo, a ou cerca de 7,0 a ou
cerca de 9,0, ou a ou cerca de 7,5 a ou cerca de 8,5. Os
tampdes adequados incluem, por exemplo, tampdo borato,
acido Tris iminodiacético/trietanolamina, acetato de
aménio, tricina, bicina, TES, HEPES, TAPS. A utilizacdo de

um tampdo Tris é preferida. A eluicdo da resina de permuta
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anidénica ¢é wusualmente conseguida através do aumento da
condutividade da fase mével através da adicdo de sal, de

preferéncia cloreto de sdédio.

A cromatografia de interaccdo hidrofdébica (HIC)
do método da invencdo pode ser realizada utilizando uma
resina de HIC que tem uma superficie moderadamente hidro-
fébica (em comparacdo com a superficie hidrofdébica muito
mais forte de uma resina de fase reversa). As proteinas com
propriedades de superficie hidrofébicas sdo atraidas para
estas resinas, que geralmente tém grupos éter, fenilo,

butilo ou hexilo.

A HIC pode ser efectuada com todas as resinas de
HIC vulgares disponiveis comercialmente. As resinas de HIC
que podem ser utilizadas para a finalidade da invencéo
compreendem matrizes, tais como, Butil, Fenil, Propil ou
Octil Sepharose, SOURCE 15 (todas disponiveis da GE
Healthcare, Alemanha), suporte HIC Macro-Prep metilo ou t-
butilo (bio-Rad, Alemanha) ou Fractogel EMD com ligandos
propilo ou fenilo (Merck AG, Alemanha), as resinas de HIC
Toyopearl, tal como butil Toyopearl 650 M e resinas de HIC

semelhantes (Tosoh Bioscience).

Numa forma de realizacdo preferida, a cromato-
grafia de interaccdo hidrofdébica é realizada utilizando uma
resina consistindo de esferas de agarose reticuladas
derivatizadas com grupos fenilo, butilo ou octilo, ou uma

resina com caracteristicas semelhantes. As caracteristicas
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da Phenyl Sepharose 6 FF (disponivel da GE Healthcare) séo

dadas abaixo.

Densidade de ligando

Phenyl Sepharose™ 6 Fast 25 umol/mlL de meio
Flow (baixa sub)

Phenyl Sepharose™ 6 Fast 40 umol/mL de meio
Flow (elevada sub)

Capacidade ligante

Phenyl Sepharose™ 6 Fast
Flow (baixa sub)

Phenyl Sepharose™ 6 Fast
Flow (elevada sub)

Pressdo/fluxo espec.

10 mg IgG/mL de meio
24 mg HSA/mL de meio
30 mg IgG/mL de meio

36 mg HSA/mL de meio

200-240 cm/h, coluna de 1 bar XK 50/60,

altura de leito 25 cm
Estabilidade ao pH 2-14 (curto prazo), 3-13 (longo prazo)
Estabilidade quimica Estédvel em tampdes vulgares, agentes
caotrdpicos, detergentes, e solventes

organicos polares

Tamanho médio de 90 pm
particula
Armazenamento 20% de etanol

Temperatura de 4°C a 30°C

armazenamento

A ligacdo na resina de HIC ¢é conseguida num
tampdo com uma elevada condutividade, obtido através da
adicdo de sal (NaCl, (NH4)2S04 ou NaS0s por exemplo). A

eluicdo no passo de HIC é geralmente levada a cabo através
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da reducdo da condutividade da fase moével (isto &,
reduzindo a concentracdo de sal), utilizando um tampdo com
um pH de ou cerca de 5 até ou cerca de 9, mais
preferencialmente a ou cerca de 6 a ou cerca de 8, mais

preferencialmente a ou cerca de 7 até ou cerca de 8.

Os tampdes de equilibrio, lavagem e eluicdo podem
compreender todos o0s tipos de tampdo vulgarmente utilizados
para HIC. Assim, o0s agentes de tamponizacdo compreendem
fosfato de sdédio, acetato de sbédio, Tris/HCl, HEPES, ou
outros agentes de tamponizacdo. Além disso, os tampdes
podem conter entre 0,5 mM e 3 M de NaCl, KCl ou outros sais
adequados, dependendo se o tampdo é utilizado para atingir
o equilibrio, lavagem ou eluicdo. 0Os tampdes de equilibrio
e de lavagem contém concentracgdes mais elevadas dos sais

acima mencionados que os tampdes de eluicédo.

Um tampdo particularmente preferido no passo de

HIC é um tampdo Tris/HC1l contendo cloreto de sdédio.

A cromatografia de afinidade com corante do
método da invencdo pode ser realizado utilizando uma resina
tendo como um ligando imobilizado um composto corante que é
bem conhecido para uma pessoa perita na técnica, isto &,
Cibacron Blue F3G-A. O termo "imobilizado" é bem conhecido
por uma pessoa perita na técnica e significa que o ligando
¢ derivatizado no sentido em que estd gquimicamente ligado a

resina.
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Numa forma de realizacdo preferida, a cromato-
grafia de afinidade com corante é efectuada com Cibacron
Blue F3G-A como ligando, covalentemente acoplado a qualquer
matriz, por exemplo, uma matriz de agarose. Preferencial-
mente, a cromatografia de afinidade com corante é realizada
utilizando a resina conhecida como Blue Sepharose FF
(disponivel da GE Healthcare, Alemanha). As caracteristicas

técnicas da resina Blue Sepharose FF sdo dadas abaixo:

Ligando Cibacron Blue F3G-A

Método de acoplamento Acoplamento com triazina

do ligando

Capacidade ligante > 18 mg de albumina de soro humana/mL de
meio

Densidade do ligando ~ 7 pmol de Cibacron Blue/mL de meio

Matriz Agarose de elevada reticulacdo, 6%
Tamanho médio de 90 pm

particula

Estabilidade ao pH 4-12 (longo prazo), 3-13 (curto prazo)
Armazenamento 20% de etanol, 0,1 M de tampdo de fosfato

de potassio, pH 8,0
Temperatura de 4°C a 30°C
armazenamento
Estabilidade quimica 40°C durante 7 dias em: 70% de etanol, 6 M

de hidrocloreto de guanidina, 8 M de ureia

Entende-se que a cromatografia de afinidade com

corante do método da invencdo pode ser realizada com
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resinas alternativas, com caracteristicas semelhantes.
Exemplos de resinas alternativas incluem: Toyopearl AF-
blue-HC-650M (Tosoh Biosciences), Blue Cellthru BigBead
(Sterogene), SwellGel Blue (Pierce), Cibachrome blue 3GA-
agarose 100 (Sigma), Affi-Gel Blue (Bio-Rad), cartuchos

Econo-pac blue (Bio-Rad), Cibacron Blue 3GA (Sigma) .

A eluicdo no passo de cromatografia de afinidade
com corante imobilizado ¢é ©preferencialmente realizada
utilizando um tampdo Tris/HC1l ou um tampdo fosfato. O mais
preferido é um tampdo Tris/HCl, contendo cloreto de sédio.
O pH do eluente é preferencialmente igual a ou cerca de 7
até a ou cerca de 9, mais preferencialmente o pH estd no

intervalo entre 7 e 8.

Num outro aspecto, o método de purificacdo de uma

FSH recombinante ou variante da FSH, de acordo com a
invencdo, compreende o0s passos de sujeicdo de um liquido
contendo a referida FSH ou variante da FSH a

- uma cromatografia de permuta anidbnica,

- uma cromatografia de interaccdo hidrofdbica,

- uma cromatografia de afinidade com corante, e
para além de uma cromatografia de permuta catidnica,
que podem ser realizadas em qualgquer ordem,
em que o método evita qualguer cromatografia de permuta
anidénica fraca, bem como qualgquer cromatografia de fase

reversa.
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Numa realizacdo, oS passos sdo realizados pela
seguinte ordem: (1) cromatografia de permuta anidnica, (2)
cromatografia de interaccdo hidrofébica, (3) cromatografia
de afinidade com corante, e (4) cromatografia de permuta

catidnica.

A cromatografia de permuta catidnica (CEC)
baseia-se em interaccdes de carga-carga entre as proteinas
na amostra e as cargas 1imobilizadas na resina. Na
cromatografia de permuta catidbnica, os ides de ligacdo das
proteinas sdo positivos e o grupo funcional imobilizado é
negativo. As resinas de permuta de catides vulgarmente
utilizadas sdo resina-S, derivados de sulfato, e resinas de

CM (carboximetilo) resinas, 10es derivados carboxilados.

No entanto, em geral, o passo de cromatografia de
permuta catidénica pode ser efectuado com todas as resinas
ou membranas de permuta catidnica comuns comercialmente
disponiveis. As resinas de permuta catidénica podem ser
utilizadas sob a forma de colunas pré-empacotadas ou
membranas em gque o grupo funcional, por exemplo, &cido
sulfénico, ¢é fixo. Alternativamente, as colunas podem ser
auto-preparadas. N&do existem limitacdes especificas quanto
a capacidade e a geometria das colunas, além das habituais.
A pessoa perita na técnica sabe que a gquantidade de resina
de permuta catidnica a ser usada depende do conteudo total
de proteinas do fluido de cultura celular ou de gqualquer
outro fluido, por exemplo, o eluato de um passo de

cromatografia anterior.
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As resinas de permuta catidnica tipicas que podem
ser utilizadas para o objectivo da invencdo sdo disponi-
bilizadas pela GE Healthcare e outros fabricantes de
acessdérios e colunas de cromatografia idénica. Vulgarmente,
a CEC ¢é realizada utilizando tampdes com valores de pH

entre 4 e 7.

Numa forma de realizacdo preferida, o passo do
método de permuta catidnica da invencdo é realizado como
uma membrana de permuta catidnica. Preferencialmente, o
passo de permuta catidnica é realizado com um permutador de
catides acidico forte de &cido sulfdénico fixo numa membrana

ou com um permutador com caracteristicas semelhantes.

Adsorventes de membrana adequados para utilizacédo
no passo de permuta catidénica da invencdo sdo conhecidos na
técnica e estédo disponiveis a partir de varios
fornecedores. Por exemplo, a cromatografia de permuta
catidénica do método da invencdo pode ser realizada
utilizando uma membrana feita a partir de celulose
regenerada, e tendo uma matriz de cromatografia de &cido
sulfénico formada na estrutura de celulose. Um exemplo de
um adsorvente de membrana Util sdo os adsorventes de
membrana Sartobind S vendidos pela Sartorius. Os dados
técnicos do adsorvente de membrana Sartobind S @ sé&o

fornecidos abaixo.
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Designacéo

Ligando
Capacidade de

ligacédo estéatica

Capacidade idnica
Membrana
Material de base
Espessura da
membrana

Tamanho de poro
nominal

Céapsula

Desenho

Altura de leito:
Material da
capsula

Pressdo max.

Sartobind SingleSep® (permutador catidnico S de
acido forte)

Acido sulfénico (R-CH;-S037)

2 0,8 mg/cm? (29 mg/mL) medido com albumina de

soro bovino e lisozima de ovo de galinha

4-6 peq/cm?

celulose reforcada estabilizada

275 um

> 3 pm

Cilindrico, numero de camadas nominal: 15
4 mm

Polipropileno (FDA)

0,4 MPa (4 bar, 58 psi)

Estabilidade ao pH 3-14 (curto prazo)

Armazenamento
Estabilidade

quimica

Descartar apds uma utilizacdo

Estdvel contra todos os tampdes vulgares
utilizados em cromatografia, 1 M NaOH (30-60
min a 20°C), 8 M de ureia, 8 M de hidrocloreto
de guanidina, etanol, acetona, e 100% de

acetonitrilo. Evitar agentes oxidantes.

O passo de CEC pode ser realizado de acordo com o

protocolo do fabricante. Por exemplo, um tampdo de Tris-HCI1

pode ser utilizado a um pH de 7,0.
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Verificou-se que o passo de CEC, preferencial-
mente o passo de adsorcdo da membrana catidnica, limpa
proteinas da célula hospedeira de todos os tamanhos
moleculares enquanto mantém tempos de processo curtos. O
rendimento, em cerca de 95%, é muito favoravel porque a FSH

ndo se liga ao adsorvente a pH 7,0.

Em geral, verificou-se que a cromatografia de
permuta catidénica na forma de uma membrana cromatografica é
muito Util para a purificacdo da FSH recombinante ou da
variante da FSH. Assim, num outro aspecto, a invencédo
relaciona-se com a utilizacdo de um adsorvente de membrana
catidénica num método de purificacdo da FSH ou variante de
FSH. Numa forma de realizacdo preferida, o adsorvente de
membrana catidénica é um adsorvente de permuta catidnica,
preferencialmente um adsorvente de permuta catidénica forte,
feito a partir de celulose regenerada, e tendo uma matriz
cromatografica de &cido sulfdénico formado na estrutura de

celulose.

Num outro aspecto, o método de purificacdo da FSH
recombinante ou da variante de FSH, de acordo com a
invencdo, compreende o0g passos de sujeicdo de um liquido
contendo a referida FSH ou variante de FSH a
- uma cromatografia de permuta anidnica,

- uma cromatografia de interaccdo hidrofdébica,
- uma cromatografia de afinidade com corante,

- uma cromatografia de permuta catidnica opcional, e
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para além de uma cromatografia de permuta anidnica
adicional,

que podem ser realizadas em qualgquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia de permuta
anidénica fraca, bem como qualquer cromatografia de fase

reversa.

Numa realizacdo, os passos sdo levados acabo pela
seguinte ordem: uma primeira cromatografia de permuta
anibénica, uma cromatografia de interaccdo hidrofdbica,
cromatografia de afinidade com corante, uma cromatografia
de permuta catidnica opcional, e uma segunda cromatografia

de permuta anidnica.

A segunda cromatografia de permuta anidnica pode
ser realizada wutilizando <resinas de permuta anidnica
tipicas, como mencionado acima, em ligacdo com a primeira
cromatografia de permuta anidnica. Além disso, a segunda
cromatografia de permuta anidénica ¢é preferencialmente uma
cromatografia de permuta anidénica forte que ¢é realizada
utilizando uma resina de permuta anidnica forte com grupos
funcionais -N*t(CHs)sz, ou uma resina com caracteristicas
semelhantes. Os exemplos preferidos de resinas de permuta
aniénica forte gque podem ser utilizados para o propdsito da
invencdo sdo resinas de permutadora anidnica fortes de
aménio quaterndrio conhecidas no estado da técnica como
UNOsphere Q, Q Sepharose HP e outras resinas tendo fraccgdes
de aménio quaterndrio (Q). As caracteristicas do permutador

anidénico forte UNOsphereQ e Q Sepharose HP sdo dadas
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anteriormente em ligacdo com a primeira cromatografia de
permuta anidnica. Também no segundo passo de cromatografia
de permuta anidbnica, ¢é preferivel evitar a utilizacdo de
resinas de permuta anidénica fracas, tais como as baseadas
em dietilamincetilo (DEAE) ou dimetilaminoetilo (DMAE) como

grupos funcionais.

O passo de cromatografia de permuta anidbnica é
realizado preferencialmente utilizando um tampdo com um pH
ligeiramente alcalino, por exemplo, a ou cerca de 7,0 a ou
cerca de 9,0, ou a ou cerca de 7,5 a ou cerca de 8,5. Os
tampdes adequados incluem, por exemplo, tampdo borato,
acido Tris iminodiacético/trietanolamina, acetato de
aménio, tricina, bicina, TES, HEPES, TAPS. A utilizacdo de
um tampdo Tris é preferida. A eluicdo da resina de permuta
anibénica ¢ normalmente conseguida através do aumento da
condutividade da fase mével através da adicdo de sal, de

preferéncia cloreto de sédio.

Numa forma de realizacdo, a segunda cromatografia
de permuta anidénica é realizada utilizando um tampdo Tris-
HCl/cloreto de sédio como eluente a um pH na gama entre 7,0

e 9,0.

Num outro aspecto, o método de purificacédo de uma
FSH recombinante ou da variante da FSH, de acordo com a
invencdo, compreende o0s passos de sujeicdo de um liquido
contendo a referida FSH ou variante da FSH a

- uma cromatografia de permuta anidnica,
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- uma cromatografia de interacc¢do hidrofdbica, e

- de uma cromatografia de afinidade com corante,

que podem ser realizadas em qualgquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia de permuta
anidénica fraca, bem como qualgquer cromatografia de fase
reversa, e

em que o método compreende ainda uma cromatografia de

exclusdo molecular.

Num outro aspecto, o método de purificacdo da FSH
recombinante ou da variante da FSH, de acordo com a
invencdo, compreende o0s passos de sujeicdo de um liquido
contendo a referida FSH ou variante da FSH a
- uma cromatografia de permuta anidnica,

- uma cromatografia de interaccdo hidrofébica,
- uma cromatografia de afinidade com corante,
- uma cromatografia de permuta catidnica opcional,

- uma cromatografia de permuta anidénica adicional opcional,

- uma cromatografia de exclusdo molecular,

que podem ser realizadas em qualgquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia de permuta
anibénica fraca, bem como qualquer cromatografia de fase

reversa.

Numa forma de realizacdo, oS passos sdo reali-
zados pela seguinte ordem: uma cromatografia de permuta
anidénica, uma cromatografia de interaccdo hidrofdbica,

cromatografia de afinidade com corante, uma cromatografia
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de permuta catidénica opcional, uma cromatografia de
permuta anidnica adicional opcional, e uma cromatografia

de exclusdo molecular.

Numa forma de realizacdo preferida, o método da
invencdo compreende o0s seguintes passos pela seguinte
ordem: uma primeira cromatografia de permuta anidnica, uma
cromatografia de interaccdo hidrofébica, uma cromatografia
de afinidade de corante, uma cromatografia de permuta cati-
6nica opcional, uma segunda cromatografia de permuta anid-

nica opcional, e uma cromatografia de exclusdo molecular.

A cromatografia de exclusdo molecular (SEC),
também conhecida como cromatografia de filtracdo em gel, é
um método cromatogridfico em que as particulas, por exemplo,
proteinas e outras biomoléculas, sdo separadas com base no
seu tamanho. Um meio de gel tipico para a SEC é poli-
acrilamida, dextrano, agarose ou uma mistura destes. As
matrizes da SEC estdo disponiveis por varios fabricantes de
acessdérios cromatograficos e de colunas, por exemplo, da

Tosoh Bioscience LLC ou GE Healthcare.

A cromatografia de exclusdo molecular é preferen-
cialmente realizada wutilizando uma matriz de compdbdsito

esférico de dextrano e agarose reticulados.

Exemplos de matrizes cromatogradficas de excluséo
de tamanho Uteils sdo matrizes conhecidas na técnica como

Superdex 75 pg, disponiveis por exemplo, da GE Healthcare.
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As colunas Superdex 75 pg permitem a separacdo de alta
resolucdo de proteinas, péptidos, e outras biomoléculas de
acordo com o tamanho. Geralmente, as colunas de exclusdo de
tamanho sdo ideais para o passo de polimento num

procedimento de purificacéo.

Os detalhes técnicos da matriz Superdex 75 pg séo

como se segue:

Limite de exclusédo 1 x 10° proteina globular
(Mr)

Gama de separacio 3000-7000 proteina globular

(M)

Matriz Compdsito esférico de agarose e dextrano
reticulados

Tamanho médio de 34 um

particula

Estabilidade quimica Estdvel em todos os tampdes comuns:
1 M de &cido acético, 8M de ureia, 6 M de
hidrocloreto de guanidina, 30% de &lcool
isopropilico, 70% de etanol,
1 M de NaOH (para a limpeza no local)

Estabilidade ao pH 3-12 (em trabalho e longo prazo), 1-14 (curto
prazo)

Colunas Superdex™ 10/300 GL (Tricorn)*

Dimens®es de leito 10 x 300 mm

Volume de amostra 25-250 npL

recomendado

Volume de leito 24 mL
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(contnuacéao)

Pressdo max. 18 bar (261 psi, 1,8 MPa)
Caudal max. (H0 a 1,5 mL/min

25°C)

Pratos tedricos > 30 000 m!

Colunas Superdex™ PC

3,2/30

Dimensdes de leito 3,2 x 300 mm

Volume de leito 2,4 mL

Volume de amostra 2-25 nL

recomendado

Pressdo max. 24 bar (348 psi, 2,4 MPa)

Caudal max. (H.0 a 0,100 mL/min

25°C)

Pratos tedricos > 30 000 m
Armazenamento 20% etanol
Temperatura de 4°C a 30°C
armazenamento

O passo SEC pode ser realizado de acordo com O
protocolo do fabricante. Por exemplo, um tampdo de fosfato
de sédio pode ser wutilizado a um pH de 6 a 8,

preferencialmente a cerca de pH 7,0.

Numa forma de realizacédo preferida da invencdo, o
método da invencdo compreende o0s sSeguintes passos pela
seguinte ordem: uma primeira cromatografia de permuta
anibénica, uma cromatografia de interaccdo hidrofdbbica,

cromatografia de afinidade com corante, uma cromatografia
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de permuta catidnica, uma segunda cromatografia de permuta

anidénica, e uma cromatografia de exclusdo molecular.

Numa forma de realizacdo preferida, o passo de
cromatografia de permuta catidénica do método da invencgédo é
realizado como uma membrana de permuta catidénica. Preferen-
cialmente, o passo de permuta catidnica & realizado com um
permutador catidnico acidico forte de 4&cido sulfdnico,
fixado numa membrana ou num permutador com caracteristicas

semelhantes.

Além disso, o método da invencdo compreende um ou
mais passos de ultrafiltracdo e/ou de nanofiltracdo. A
ultrafiltracdo é uma forma de filtracdo por membrana em que
a pressdo hidrostética forca um liquido contra uma membrana
semipermeavel. Os sélidos e solutos em suspensdo de elevado
peso molecular s&o retidos, enquanto que a &gua € 0S8
solutos de baixo peso molecular passam através da membrana.
A ultrafiltracdo é um método vulgarmente utilizado para a
purificacdo e concentracdo de solucdes macromoleculares,
especialmente solucdes de proteina. A ultrafiltracido &
semelhante a nanofiltracdo, diferindo no entanto em termos
do tamanho das moléculas que retém. No admbito da presente
invencdo, um peso molecular de "cut-off" de 10 kDa ¢é
preferido (UF de 10 kDa). As membranas de UF podem também
ser utilizadas para diafiltracdo para remover sais e outras
microespécies da solucdo através de diluicdo e reconcen-

tracdo repetida ou continua.
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Numa forma de realizacdo preferida da invencédo, ©
processo de purificacdo compreende um ou mais passos de
ultrafiltracdo/diafiltracdo e/ou nanofiltracdo. Estes pas-
sos de filtracdo podem ser realizados wutilizando dispo-
sitivos de filtracdo comercialmente disponiveis, por

exemplo, disponivel da GE Healthcare ou da Sartorius.

A ultrafiltracdo ¢ realizada preferencialmente
utilizando as cassetes Sartocon e cassetes Sartocon Slice

vendidos pela Sartorius.

Membrana Polietersulfona (PESU) ou Hydrosart®

Peso molecular de "cut-off" 10 kDa

Area de filtracdo 0,02 a 0,7 m2

Pressdo de alimentacéo 4 bar (58 psi) maximo
Estabilidade ao pH 1-14

Temperatura de operacdo 50°C maximo, a 20°C

Limpeza 1 M NaOH, 40°C

Desinfeccéo 1 M de NaOH, 40-50°C, 30 min
Armazenamento 0,1 M de NaOH

A membrana de polietersulfona (PESU), utilizada
nas cassetes de filtracdo tangencial vendidas pela
Sartorius ¢ uma membrana de polimero estivel que permite

uma gama ampla de pH e de temperatura.

As cassetes de ultrafiltracdo Hydrosart® vendidas
pela Sartorius podem também ser utilizadas. Hydrosart & uma

membrana a base de celulose estabilizada que foi optimizada
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para aplicacdes biotecnoldgicas. As membranas e cassetes de
ultrafiltracdo Hydrosart estdo disponiveis nos seguintes
"cut-offs" de peso molecular nominal: 2 kDa, 5 kDa, 10 kDa,

e 30 kDa.

Numa forma de realizacdo preferida, o método de
purificacdo inclui um passo de nanofiltracdo. A nanofiltra-
cdo pode ser realizada utilizando qualquer dispositivo de
nano-filtro Util. A nanofiltracdo ¢é ©preferencialmente
realizada wutilizando filtros Planova, disponiveis pela

Asahi Kasei Medical Co., Ltd.

Os filtros Planova s&do concebidos para remover
virus durante o fabrico de féarmacos bioterapéuticos, tais
como biofarmacéuticos. Baseiam-se numa membrana microporosa
de fibras ocas construida por celulose regenerada de
tertra-amino-cobre naturalmente hidrofilica com uma
distribuicdo de poro estreita, os filtros Planova estédo
disponiveis como descartaveis, mbédulos auto-contidos em
quatro tamanhos médio de poro de 15 nm, 19 nm, 35 nm e 72
nm (Planova 15N, 20N, 35N, e 75N, respectivamente). No
processo da invencdo, ¢é preferida a utilizacdo de um filtro
Planova 15N, ou seja, um filtro com um tamanho médio de
poro de 15 nm. O filtro ¢é wutilizado de acordo com o©

protocolo do fornecedor.

E preferivel que o método de purificacdo da FSH,
de acordo com a invencdo, nédo compreenda uma cromatografia

de afinidade com ides metdlicos.
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Além disso, é também preferido que o método da
presente 1invencdo evite uma cromatografia de imunoafi-
nidade. A purificacdo da FSH sem passos de cromatografia de
imuncafinidade elimina possiveis interferéncias resultantes
de impurezas ou agentes infecciosos, derivada da preparacédo

do anticorpo, com o composto de FSH.

A divulgacdo refere-se também a um método de
purificacdo da FSH recombinante ou uma variante de FSH
recombinante, compreendendo o passo de sujeitar um liquido
contendo a referida FSH ou variante de FSH com um

permutador catidédnico de membrana.

Num aspecto preferido, o permutador catidnico de
membrana ¢ um permutador catidénico acidico de 4cido
sulfénico, fixo numa membrana, ou num permutador com

caracteristicas semelhantes.

Adsorventes de membrana adequados sdo conhecidos
do estado da técnica e estdo disponiveis de varios
fornecedores. Por exemplo, a cromatografia de permuta
catidénica pode ser realizada utilizando uma membrana feita
a partir de <celulose regenerada, e tendo uma matriz
cromatogréfica de 4cido sulfénico formado sobre a estrutura
de celulose. Um exemplo de um adsorvente de membrana util
sdo os adsorventes de membrana Sartobind S vendidos pela

Sartorius. Os pormenores técnicos da mesma sdo dadas acima.
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Num outo aspecto, o método de purificacdo da FSH
recombinante ou uma variante de FSH recombinante,
compreendendo o passo de sujeitar um liquido contendo FSH a
um permutador catidénico de membrana compreende ainda uma

cromatografia de interaccdo hidrofdbica.

A cromatografia de interaccdo hidrofdébica pode
ser realizada como descrito acima em ligacdo com o método
de purificacdo de uma FSH recombinante ou da variante de
FSH recombinante, compreendendo o0s passos de sujeicdo de um
liquido contendo a referida FSH ou variante de FSH a uma
cromatografia de permuta anidnica, uma cromatografia de
interaccdo hidrofdébica, e uma cromatografia de afinidade
com corante, o0s quais podem sdo realizados por qualquer
ordem,
em que o método nem compreende uma cromatografia de permuta
aniénica fraca nem uma cromatografia de fase reversa, e

formas de realizacdo preferidas da mesma.

Num aspecto preferido, a cromatografia de
interaccdo hidrofdébica ¢é realizada utilizando uma resina
consistindo em esferas de agarose reticulada derivatizadas
com grupos fenilo ou butilo, ou uma resina com carac-

teristicas semelhantes.

Salvo indicacdo em contrédrio, as seguintes defi-
nicdes sdo destinadas a ilustrar e a definir o significado
e ambito dos varios termos utilizados para descrever a

presente invencéao.
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O termo "FSH" refere-se a uma hormona polipepti-
dica foliculo-estimulante como uma proteina madura de
comprimento total que inclui, mas ndo se limita a, FSH
humana ou "hFSH", seja produzida por via recombinante ou
isolada a partir de fontes humanas, como a urina mulheres
na pds-menopausa. A sequéncia proteica da glicoproteina
humana e a sequéncia proteica da subunidade B da FSH humana
sdo conhecidas para o especialista a partir da literatura

cientifica e de patentes (ver, por exemplo WO 2004/087213).

A sequéncia de aminocadcidos da cadeia o da FSH
humana ¢é apresentada na SEQ ID No. 1, e a sequéncia de
aminodcidos da cadeia B da FSH humana é apresentada na SEQ
ID No. 2, conforme anexado a esta descricdo. Estas
sequéncias de aminodcidos correspondem as sequéncias de
aminoacidos do tipo nativo da cadeia a e B da FSH humana,
tal como depositada sob o nUmero de acesso J00152 na base
de dados EMBL e sob o numero de acesso NM 000510 na base de

dados do NCBI, respectivamente.

As sequéncias de acidos nucleicos do tipo nativo
que codificam para a FSH humana sé&do apresentadas na SEQ ID

No. 3 (= cadeia o) e No. 4 (= cadeia B).

A FSH recombinante pode ser codificada pela se-
quéncia de acidos nucleicos do tipo nativo como
naturalmente encontrada em humanos, ou pode ser codificada
por uma sequéncia de adcidos nucleicos alterada cuja expres-—

sdo resulta numa FSH possuindo a sequéncia de aminoacidos
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do tipo nativo, ou seja, a sequéncia proteica do tipo

nativo como naturalmente encontrada em humanos.

A sequéncia de &cido nucleico gque codifica para a
FSH humana pode, por exemplo, ser alterada de tal forma que
uma ou ambas as sequéncias de 4cidos nucleicos que
codificam para a cadeia o e para a cadeia B da FSH humana
foram adaptadas a utilizacdo de coddo em células de ovario
de hamster chinés (CHO), de modo a aumentar o nivel de
expressdo e rendimento de FSH recombinante nestas células

hospedeiras.

Um exemplo de sequéncias de acidos nucleicos que
codificam para a FSH humana e que foram modificadas no que
se refere a utilizacdo do coddo em células CHO ¢é descrita
no pedido de patente internacional WO 2009/000913. A
sequéncia de &acido nucleico modificados gque codifica para a
cadeia [ da FSH humana ¢ a regido de codificacdo da
sequéncia de &cidos nucleicos representada na SEQ ID No. b5
(na SEQ DD No. 5, a regido de <codificacdo comeca no
nucleétido 56 e estende-se até ao nucledtido 442), e a
sequéncia de &cido nucleico modificado que codifica para a
cadeia o da FSH humana ¢ a regido de codificacdo da
sequéncia de acido nucleico apresentada na SEQ ID No. 6 (na
SEQ ID No. 6 a regido de codificacdo comeca no nucledtido
19 e estende-se até ao nucledétido 366). Uma linha de
células de CHO contendo uma molécula de &cido nucleico
recombinante compreendendo uma primeira sequéncia de &acido
nucleico modificada que codifica para a cadeia [ da FSH

humana e uma segunda sequéncia de &cido nucleico modificada
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que codifica para a cadeia o da FSH humana foi depositada
em 28 de Marco de 2007, na DSMZ em Braunschweig com o

numero de depdsito DSM ACC2833.

Numa forma de realizacdo preferida, a formulacédo
liquida de FSH contém uma FSH humana recombinante do tipo
nativo, que é obtida por expressido de genes recombinantes
das sequéncias de 4cidos nucleicos de FSH que séo
modificadas no que diz respeito a utilizacdo de coddes em
células de CHO relativamente a ambas as cadeias [ da FSH
humana e a cadeias o da FSH. Numa outra forma de realizacédo
preferida, a FSH recombinante é obtida por expressido a
partir de sequéncias de &acidos nucleicos da FSH divulgadas

em WO 2009/000913.

A expressdo "variante da FSH" pretende englobar
aquelas moléculas que diferem na sequéncia de amino&cidos,
no padrdo de glicosilacdo ou na ligacdo de inter-subunidade
da FSH humana mas que apresentam actividade de FSH.
Exemplos incluem CTP-FSH, uma FSH recombinante modificada
de accdo longa, que consiste na subunidade o do tipo nativo
e na subunidade B hibrida, em que o péptido da extremidade
carboxilo da hCG foi fundido a extremidade C- da
subunidade B da FSH, como descrito em LaPolt et. al. (1992)
Endocrinology, 131, 2514-2520; ou Klein et al. (2003) Human
Reprod., 18, 50-56. Também estda incluida uma cadeia simples
de CTP-FSH, uma molécula de cadeia simples descrita por
Klein et. al. (2002) Fertility & Sterility, 77, 1248-1255.
Outros exemplos de variantes da FSH incluem moléculas de

FSH com sitios de glicosilacdo adicionais incorporados na
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subunidade o e/ou na subunidade [, tais como divulgado em
WO 01/58493, e moléculas de FSH com ligacgdes S-S inter-
subunidades, como descrito em WO 98/58957. Outros exemplos
de variantes da FSH sdo divulgados em WO 2004/087213, gque
sdo caracterizados por delecdes da extremidade carboxilo da
subunidade R. Outros exemplos de variantes da FSH incluem
moléculas de FSH com um grau alterado de glicosilacdo em
comparacdo com o tipo nativo de FSH, devido a alteracdes na
sequéncia de aminoédcidos da proteina, através da qual um
local ou locais de glicosilacdo adicional s&o introduzidos
ou um local ou locais de glicosilacdo gque ocorrem

naturalmente sdo excluidos.

Além disso, a FSH ou variante de FSH de acordo
com a invencdo pode ser uma molécula de FSH que foi
modificada por porcdes quimicas. Tais conjugados da FSH
podem por exemplo compreender poli alquileno glicol (tal
como o PEG), o amido hidroxialquilo (tal como o HES) ou

outras porcdes poliméricas.

Heterodimeros da FSH ou os heterodimeros de
variantes de FSH podem ser produzidos por qualguer método
adequado, tal como por via recombinante, por isolamento ou
purificacdo de fontes naturais ou por sintese quimica, ou

qualquer combinacdo destes.

A utilizacdo do termo "recombinante" refere-se a
preparacdes de FSH ou variantes de FSH, que sédo produzidas
através da utilizacdo de tecnologia de ADN recombinante

(ver por exemplo WO 85/01958). As sequéncias para os clones
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de ADNc gendémico de FSH sdo conhecidas para as subunidades
o e B de varias espécies. Varios métodos de producdo de FSH
recombinante ou variantes de FSH utilizando a tecnologia
recombinante, estdo descritos na técnica anterior, ver por
exemplo pedido de patente Europeia EP 0 711 894 e pedido de

patente Europeia EP 0 487 512.

Preferencialmente, a FSH purificada de acordo com
a invencdo tem uma subunidade alfa de acordo com a SEQ ID

No. 1 e uma subunidade beta de acordo com a SEQ ID No. 2.

Num outro aspecto, a divulgacdo refere-se a uma
proteina de FSH purificada ou uma proteina variante de FSH

obtida pelo método de purificacdo de acordo com a invencéo.

A divulgacdo refere-se ainda a uma composicédo
farmacéutica compreendendo FSH ou variante de F3H puri-
ficada utilizando o método da invencdo, bem como um exci-
piente farmaceuticamente aceitédvel. Num aspecto preferido,
a composicdo farmacéutica contém um conservante e pode ser
utilizada para a administracdo de doses multiplas. As
composicles farmacéuticas preferidas sdo descritas em

PCT/EP2009/051451.

Além disso, a invencdo também se refere a utili-
zacdo da FSH ou variante de FSH purificada utilizando o
método da invencdo, ou a utilizacdo de uma composicdo far-
macéutica compreendendo a referida FSH ou variante de FSH,
em combinacdo com excipientes farmaceuticamente aceitéveis

para o tratamento de disturbios de fertilidade.
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Num outro aspecto, a invencdo refere-se a um
método de producdo de FSH recombinante ou uma variante de
FSH compreendendo os passos de:

a) obtencdo de um clone de células de CHO que produz FSH
recombinante ou uma variante de FSH recombinante a partir
de uma ou mais moléculas de &cido nucleico qgque codificam
para a FSH ou variante de FSH;

b) cultura de células hospedeiras de CHO sob condicdes
adequadas, e

c) purificacdo da FSH recombinante ou da variante de FSH
recombinante da cultura de celular de acordo com o método

da invencéo.

A FSH humana recombinante é purificada a partir do
sobrenadante da cultura de células hospedeiras através do
método da invencdo. A FSH humana recombinante ou variante
de FSH ¢é preferencialmente produzida como descrito no

pedido de patente internacional WO 2009/000913.

Mais preferencialmente, a FSH é FSH humana que
tem sido produzida por via recombinante, particularmente
preferencialmente produzida em células de ovario de hamster
chinés transfectadas com um vector ou vectores dgue
compreendem ADN que codificam para subunidade o e para a
subunidade R da glicoproteina humana da FSH, quer
codificada pela SEQ ID No. 3 e 4 (= sequéncias de é&cido
nucleico do tipo nativo) ou por SEQ ID No. 5 e 6 (=

sequéncias de &cidos nucleicos com coddes optimizados). O
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ADN que codifica para as subunidades o e [ pode estar

presente no mesmo vector ou em vectores diferentes.

A FSH recombinante apresenta diversas vantagens
sobre a sua hombéloga urinaria. Técnicas de cultura e
isolamento usando células recombinantes permitem a
consisténcia entre os lotes. Pelo contrdrio, a FSH urinéria
varia muito de lote para lote em caracteristicas como a
pureza, padrdo de glicosilacédo, sialilacdo e oxidacédo das
subunidades. Devido a uma maior consisténcia e pureza da
FSH recombinante de lote para lote, a hormona pode ser
prontamente identificada e quantificada utilizando técnicas
tais como focagem isoeléctrica (IEF). A facilidade com que
a FSH recombinante pode ser identificada e quantificada
permite o enchimento dos frascos por massa de hormona
(preencher-por-massa) em vez de enchimento através de um

bioensaio.

0 termo "actividade da FSH" refere-se a
capacidade de uma formulacdo de FSH em induzir respostas
bioldégicas associadas com a FSH, tal como o ganho de peso
dos ovéarios no ensaio de Steelman-Pohley (Steelman et al.
(1953) Endocrinology 53, 604-6106), ou O crescimento
folicular numa paciente feminina. O crescimento folicular
numa paciente feminina pode ser avaliado por ultrassons,
por exemplo, em termos do numero de foliculos com um
diémetro médio de cerca de 16 mm no dia 8 de estimulacédo. A
actividade biolbégica ¢é avaliada em relacdo a um padrédo

aceite para a FSH.
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A  Dbioactividade especifica in vivo da FSH
recombinante é normalmente na gama de cerca de 8000 IU de
FSH/mg de proteina a cerca de 16000 UI de FSH/mg de
proteina. Por exemplo, a FSH humana recombinante no produto
comercialmente disponivel Puregon (da Organon) possui uma
biocactividade especifica de cerca de 10000 IE/mg de
proteina, e para o Gonal-f da Serono a biocactividade da FSH

humana recombinante é de cerca de 13600 IE/mg de proteina.

A actividade da FSH pode ser determinada por
métodos conhecidos relacionados com FSH e outras
gonadotrofinas. Tais métodos incluem, por exemplo, ensaio
de imunoactividade com enzima (EIA) ou ensaios com gene
repdérter. A Dbiocactividade é normalmente determinada pelo
bioensaio descrito na Farmacopeia Europeia, 5% Edicdo para
a FSH derivada da urina, a bioactividade ¢é estimada por
comparacdo do efeito da FSH no aumento do tamanho dos
ovarios de ratos imaturos tratados com gonadotrofina

coridénica com o mesmo efeito de uma preparacdo padréio.

A actividade bioldgica da FSH ou da variante de
FSH pode ser avaliada pela comparacdo, sob determinadas
condicdes, do seu efeito no aumento de tamanho dos ovéarios
de ratos imaturos tratados com gonadotrofina coridnica com
o mesmo efeito wutilizando uma ©preparacdo de Padréo
Internacional ou de uma preparacdo de referéncia calibrada
em Unidades Internacionais (Farmacopeia Europeia, 54

Edicéao) .
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A medicdo da actividade da FSH in vitro &, por
exemplo, descrita por Albanese et. al. (1994) Mol. Cell
Endocrinol. 101: 211-219.

A pureza da FSH ou variante de FSH obtida pelo
método da invencdo é pelo menos 95%, de preferéncia pelo
menos 97%, mais preferencialmente pelo menos 99% e ainda
mais preferencialmente mais do que 99%. 0O grau de pureza
pode ser determinado por meio de andlise por HPLC.
Materiais e protocolos adequados para a realizacdo de tais
andlises podem ser obtidos de fornecedores comerciais tais

como a Vydac ou a TOSOH Bioscience.

Os exemplos seguintes sdo fornecidos meramente
para ilustrar adicionalmente o método de purificacdo da
invencdo. O admbito da invencdo ndo deverd ser interpretado

como consistindo meramente nos exemplos seguintes.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Preparacdo de uma FSH humana recombinante por tecnologias

recombinantes

A FSH humana recombinante é produzida em células
hospedeiras de CHO transfectadas por métodos convencionais.
Estes métodos incluem a geracdo de um clone de célula de
CHO que produz a FSH humana recombinante a partir de uma ou

mais moléculas de 4cidos nucleicos recombinantes que
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codificam para a cadeia o e para a cadeia B de FSH humana,
e cultura das células hospedeiras sob condic¢des adequadas.
A FSH humana recombinante ¢é entdo purificada a partir da

cultura de células de acordo com a invencédo.

Numa forma de realizacdo preferida, a FSH humana
recombinante é produzida como descrito no pedido de patente

internacional WO 2009/000913.

Exemplo 2

Purificacdo da FSH a partir de cultura de células

O esquema de purificacdo é o seguinte:

Passo de cromatografia de permuta anidnica

2
Passo de HIC
\2
Passo de afinidade com corante
2

Inactivacdo do virus

\2
UF/DF de 10 kDa
2
Adsorcdo em membrana catidnica
\2
Passo de cromatografia de permuta anidnica
\2
UF de 10 kDa
\2

Passo de cromatografia de exclusdo molecular

\

Nano filtracédo
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A duracdo da fermentacdo foi de 28 dias, e o
volume de fermentacdo foi de 30 L. A cultura recolhida foi
filtrada por um filtro de 0,22 pm e diluida com &gua de OI

por um factor de 3,5.

Passo de cromatografia de permuta anidnica (AEC) :

O sobrenadante diluido recolhido da cultura
celular foi sujeito a cromatografia de permuta anidnica
usando a resina de permuta anidénica de amdénio quaternario
conhecida na arte como UNOsphere Q. Esta matriz esté

disponivel da BioRad.

Trés volumes de coluna (VC) de 50 mM de Tris-HCI,
pH 7,6 foram utilizados para equilibrar a coluna. A coluna
foi carregada com a cultura recolhida (diluida 1:3,5 com
agua 0I, o titulo da cultura recolhida era aprox. 1,8 ng de
FSH/mL) e posteriormente lavada com 50 mM de Tris-HCl, pH
7,6 (5 VC). Em seguida, a coluna foi lavada com 50 mM de
Tris-HC1l, 15 mM de NaCl, pH 7,6 (5 VC), e a proteina foi
eluida utilizando 50 mM de Tris-HC1l, 200 mM de NaCl, pH 7,6

(8 VC). O passo do rendimento foi de 90% e superior.

Passo de HIC:

A HIC foi realizada wutilizando uma resina
consistindo em esferas de agarose reticulada derivatizadas
com fenilo. Phenyl Sepharose 6 FF (disponiveis da GE
Healthcare) é um derivado altamente reticulado baseado em

agarose. E fisica e quimicamente estével permitindo caudais
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elevadas e maiores tempos de vida de resina. 0Os pormenores

técnicos desta resina sdo apresentados acima.

Oito eluatos de AEC foram reunidos e diluidos por
um factor de 3 com 50 mM de Tris-HC1l, NaCl 4,5, pH 7,6. A
coluna de HIC foi equilibrada com 50 mM de Tris-HCl, 3 M de
NaCl, pH 7,6 (4 VC) e carregada com o eluato de AEC diluido
1:3. Em seguida, a coluna foi posteriormente lavada usando
50 mM de Tris-HCl, 3 M de NaCl, pH 7,6 (3 VC) e lavada
utilizando 50 mM de Tris-HC1l, 1,8 M de NaCl, pH 7,6 (5 VC).
Verificou-se que o tampdo de lavagem com 1,8 M de NaCl tem
um bom potencial de libertacdo sem perda detectédvel de FSH.
A proteina foi entdo eluida com 50 mM de Tris-HC1l, 0,8 M de

NaCl, pH 7,6 (6 VC).

O rendimento de FSH do passo de HIC foi > 95% sem
qualquer perda significativa durante a carga e um bom
potencial de 1libertacdo total de proteinas de aprox. um
factor 10. Estes dados mostram gque o passo de HIC
desenvolvido é um passo de purificacdo muito eficiente com

um rendimento e gqualidade do produto razoéaveis.

Passo de cromatografia de afinidade com corante:

Blue-Sepharose FF, disponivel pela GE Healthcare,
foi utilizada para o passo de cromatografia de afinidade com
corante. O eluato de HIC foi diluido com 50 mM de Tris-HCl, pH
7,6 por um factor de 4. A coluna foi equilibrada utilizando 50
mM de Tris-HCl, pH 7,6 (3 VC) e carregada com o eluato de HIC

diluido 1:4. A coluna foi lavada posteriormente com 50 mM
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Tris-HCl, pH 7,6 (3 VC), e a proteina da FSH foi eluida com 50

mM de Tris-HC1l, NaCl 4 M, pH 7,6 (6 VC).

A  seguir a cromatografia de afinidade foi
realizado um passo de inactivacdo de virus por incubacédo do
eluato em 15% de 2-propanol, durante 2 horas. Para este
efeito, o eluato da cromatografia de afinidade com corante
foi diluido por um factor de 2 com 50 mM de Tris-HCl, 30%
de 2-propanol, pH 7,6, resultando em 50 mM de Tris-HCl, 15%
de 2-propanol, 2 M de NaCl, pH 7,6. Apds incubacdo durante
2 horas o eluato da cromatografia por afinidade com corante
com o virus inactivado foi diluido com 20 mM de Tris-HCI1,

pH 7,0 por um factor de 2.

UF/DF de 10 kDa:

A ultrafiltracdo e a diafiltracdo foi geralmente
levada a cabo de acordo com protocolos convencionais.
Dispositivos tuteis de UF/DF sdo as cassetes Sartocon
ultrafiltracdo/diafiltracéao (polietersulfona (PESU) , 10
kDa) da Sartorius (4drea de filtracdo: 14000 cm?, factor de
UF: 13-20, factor de DF: 8-10, carga: 0,1 a 0,5 mg de
FSH/cm?) . A diafiltracdo com dispositivos de UF/DF foi
geralmente realizada com factores de ultrafiltracdo (con-

centracédo) de 13 a 20 e factores de diafiltracdo de 8 a 10.

O eluato da cromatografia de afinidade com
corante com o virus inactivado foi diafiltrado em tampédo
Tris-HC1 (20 mM Tris-HC1, pH 7,0) e carregou-se

directamente sobre o adsorvente de membrana catidnica.
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Passo de adsorcdo em membrana catidnica:

A cromatografia de permuta catidénica do método da
invencdo foi realizada utilizando uma membrana feita a
partir de celulose regenerada, e com uma matriz
cromatografica de acido sulfdénico formada sobre a estrutura
de celulose. Tal adsorvente de membrana estd disponivel da
Sartorius sob o nome comercial de adsorvente de membrana
Sartobind S. Um adsorvente de membrana Sartobind S & uma
cadpsula com varias camadas de membrana, em que o ligando é
imobilizado. Adsorventes de membrana tém a vantagem de
tempos de processo curtos e volumes de tampdo baixos. Os
custos e tempos de validacdo sdo insignificantes devido ao

concelito de material descartavel.

O adsorvente de membrana foi equilibrado com 20
mM de Tris-HC1l, pH 7,0 (200 mL) e carregou-se o retentado
de 10 kDa de UF/DF (aprox. 100 mL). O adsorvente foi lavado

posteriormente com 20 mM de Tris-HC1l, pH 7,0 (200 mL).

O processamento sobre o adsorvente de membrana
estd em modo de recolha no material que sai do dispositivo
o que reduz os tempos de processo. Além disso, nédo é
necessario nenhum condicionamento de <carga no que diz
respeito ao passo seguinte do processo (cromatografia de
permuta anidnica). O rendimento do produto no material
obtido a saida foi muito bom. N&o houve praticamente
nenhuma perda de produto durante o processamento através de
um méddulo Sartobind S a valores de pH 6,0, 6,5 e 7,0 em

diferentes sistemas de tampédo.
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O passo de adsorvente de membrana catidnica é
muito vantajoso para a depuracdo de HCP (proteina da célula
hospedeira). O rendimento, em 90 a 95%, ¢é muito favoravel
porque a FSH a ser purificada ndo se liga ao adsorvente, a

pH 7,0 em 20 mM de sistema tampdo de Tris-HCI.

Passo de cromatografia de permuta anidnica:

Uma segunda cromatografia de permuta anidnica foi
realizada utilizando a resina permutadora anidnica forte de
aménio quaterndrio conhecida na técnica como Q Sepharose

HP. Esta resina estd disponivel da GE Healthcare.

A coluna de AEC foi equilibrada com 20 mM de
Tris-HCl, pH 7,0 (3 VC). A fraccdo que passou pelo
adsorvente de membrana foi carregada na coluna (3 VC), e a
coluna foi lavada primeiro com 20 mM de Tris-HC1l, pH 7,0 (2
VC), em seguida, com 20 mM de Tris-HCl, pH 8,5 (3 VC) e
finalmente lavada com 20 mM de Tris-HCl, 60 mM NaCl, pH 8,5
(5 VC). Em seguida, a FSH foi eluida com 20 mM de Tris-HCI1,

130 mM de NaCl, pH 8,5 (6 VC).

O eluato Q Sepharose HP tem um grau de pureza

muito elevado, comparavel ao produto comercial GONAL-f®.

UF de 10 kDa:

A ultrafiltracdo de 10 kDa foi realizada de
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acordo com protocolos convencionais, utilizando a cassete
de wultrafiltracdo Sartocon (PESU, 10 kDa) da Sartorius
(Area de filtro: 3.000 cm?, Factor de UF: 10-30, carga: 0,2
a 1,0 mg de FSH/cm?). A ultrafiltracdo foi geralmente
realizada com factores de ultrafiltracdo (concentracdo) de

10 a 30.

Passo de cromatografia de exclusdo molecular (SEC):

A cromatografia de excluséo molecular foi
realizada utilizando Superdex 75 pg, disponivel pela GE
Healthcare. A coluna foi equilibrada usando 50 mM de Na-
PO4, pH 7,0 (2 VC). O retentado da UF de 10 kDa foi
carregado na coluna (VC 0,025), e a coluna foi 1lavada

posteriormente com 50 mM de Na- PO4, pH 7,0 (2 VC).

O eluato SEC tem um elevado grau de pureza na

mesmo gama que o produto comercial GONAL-f®.

Nanofiltracéao:

Finalmente, o eluato de SEC foi nanofiltrado
utilizando filtros Planova 15N, vendidos pela Asahi Kasei
Medical Co., Ltd., com o tamanho médio dos poros de 15 nm.
A carga alvo méxima foi de 2,5 mL/cm?2. A filtracdo foi

realizada em conformidade com o protocolo do fornecedor.

A pureza da FSH purificada foi medida por SE-HPLC
e SDS-PAGE. A pureza e as impurezas especificadas da FSH

obtida foram os seguintes:
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SE-HPLC (Dimeros e substancias relacionadas < 1%

de peso molecular superior)

SDS-PAGE red. (coloidal) pureza > 97%
HCP (genérico) < 10 ppm
ADN < 0,006 pg/IU de FSH

A biocactividade da FSH humana recombinante foi
determinada como sendo, pelo menos, cerca de 10000 UI/mg.
Preferivelmente, a bioactividade da FSH humana recombinante
ou da variante de FSH situa-se na gama de cerca de 10000
IU/mg a cerca de 17000 UI/mg, mais preferivelmente, a
biocactividade é pelo menos cerca de 12000 IU/mg, e ainda
mais preferivelmente a biocactividade é pelo menos cerca de

15000 UI/mg.

Listagem de sequéncias:

SEQ ID NO. 1l: sequéncia de aminocdcidos da cadeia o da FSH
humana

SEQ ID No. 2: sequéncia de aminoacidos da cadeia [ da FSH
humana

SEQ ID No. 3: sequéncia de &cidos nucleicos do tipo nativo
que codifica para a cadeia o da FSH humana

SEQ ID No. 4: sequéncia de é&cido nucleico do tipo nativo
que codifica para a cadeia B da FSH humana

SEQ ID No. 5: sequéncia de &cidos nucleicos com coddes
optimizados que codifica para a cadeia B da FSH humana

SEQ ID No. 6: sequéncia de éacidos nucleicos com coddes

optimizados que codifica para a cadeia o da FSH humana
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Briogenerix AG

<120> Método de purificagdo da FSH recombinante
<130> B 9682/RN

<160> 6

<170> PatentIn versdo 3.3

<210> 1

<211> 116

<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<220>

<221> CADEIA

<222> (1)...(1l1le)

<223> cadeia alfa da FSH humana

<400> 1
MET ASD Tr Tyr grg bys Tyr Ala Ala Ile phe Leu val Thr Leu Ser
1 il Ry FE A Al Ty ) i

val phe Leu sts va) Leu His Ser Ala pro s val Gln Asp Cys Pro

Glu Cys The Lew 610 Glu Asn Pro. phe Bhe Ser ln pro Gly Ala Pro
S Grs TUR LR EIR SR T ERE RN M e e

18 Lew Gla Cys Met Gly §F ‘cys phe Ser arg Ala Tyr Pro Thr pro
50 e it it 5: TIF Ehd oo R Eﬁ T

Lo Arg Ser Lys Lys thr Met Leu val &¥n Lys Asn val Thr ser §lu

:”;hag,_‘g_gfg _Smj L¥$ Lys _?Q?‘ L ke 3% 80

ser Thr Cys Cys val &la Lys Ser Tyr asa arg val Tor val met Gly
Serthe iy Cn U8 ys ser T ga A 95

‘Gly ehe Lys val clu Asn His The Ala Cys His O¥s Ser Yhr ©ys Tyr
3 fay 3&& _ﬂ B fliﬁﬂ

ryr His Lys Ser

<210> 2

<211> 129

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CADEIA

<222> (1) ...(129)

<223> cadeia beta da FSH humana
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<400> 2
ot uys The

Lys Lys asn

B slu t:gs
35

CTYE Cys o Tye
e S e

ﬁiﬁé~§1§ QQS

‘wal Pro oly

‘ala The Gln

Thr

Gla

<210> 3
<211> 369
<212> ADN
<213> Homo s

<220>

<221>
<223>

<40Q> 3

‘ser Cys Glu
e
Arg Phe Cys
Thr arg asp
Thr Cys Thr
7
Cys Ala His

Cys ﬁiﬁ’ﬁyg

val arg oly teu oly
Ee 11? 1Y L8l Wy

apiens

rhe Lys

- 48

Phe Phe Ley

Lew Thr Asn

Tle ser Ile
40

Leu val Tyr

55

ol

Sly Lys €ys

Bro S8 TR Oye SR Phe

caracteristicas distintas

sequéncia de &cido nucleico do tipo nativo que codifica para a
cadeia alfa da FSH humana

cttastrasy cepeeageat ggar

‘trgtengtat
acgetacagy
foctgettet
‘ABGRATYTLS
féﬁybﬁﬂéétt
‘Kaarcrraa.
<210> 4
<211> 474

<212> ADN
<213> Homo

sapiens

phe Cys Oys

e Thr Ile

AYS ASp Pro A
teu val Tyr
Ser Leu Tyr

~&&p‘$gf:ﬁggd

T?‘;},

ala

&he
Thr

ser

tCARAGLYYR PRACCACACY GEGLYELACT geagractty Trattatcac

Lys ala 1le
11e Glu Lys
ASH The Thr Trp gys aAla Gly
Arg Pro Lys
The val Arg
Tyr Pro val
8%

Thr Asp Cys
136 "

Glu Mat Lys

50

180
300
360
365



PE2414380 - 49 -

<220>

<221> caracteristicas distintas

<223> sequéncia de é&cido nucleico do tipo nativo que codifica para a
cadeia beta da FSH humana

<400> 4
;éﬁé&“”*'tg‘gg“tatctta cugtggygag chcgtﬁﬁtt taattaagct gtcaccarga 80

fﬁg

Ctge aatagorgiy ;éb
gr arasgeatca 180

g gacccageea 240
s grgagagtge 300

SEAEC CAGLOTCALT 360

fgtggcaagtg tzvtagﬁgac 3§¢actgatt gtaﬁtgtgtg,aggzctgggg CECAYTLATT. 420
GELCCTTTEY tOARATHARA GRATARACAY GUCALHYCcat $Ogagctega atte 473

<210> 5

<211> 471

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sequéncia de &acido nucleico com coddes optimizados que codifica
para a cadeia beta da FSH humana

<400> 5
aggatcc&cg gg%&zszctt,ﬁgcggggagg cgcgtﬁcﬁtt aattaxg;cg

z§§5§t§§aa§§€c-a&gtgs;gia-ataggtggga A

garcergrag trEtLCtLes THLL ,
- AECATCHLCY CCATCGAGAR OORODADTAC AgULTrigea Yrageatcad 8

caccatetgy tECUCLaYAY ACTGLTACAT CAQUGACCEY gtgtacangy accregoeay 240
;g@£§5§§§xc cagaagéttg gtétﬂttnaa,ggagﬁtggtg tatgagatﬂg'tgag§§£§ﬁﬁ 300
"@gg:tgﬁgmm~ua:cacgcgg aﬁagcctgta cacetaceec gtygcescce agtgecacty 350
tﬁén&a§t§§‘gscagcgana gﬁactgattg cACCOLORGD JOCCTOUGTS CoAnctacty 420
cancttcase Dauatosasg Actastdacc atgacatgcy Agercguatt ¢ 473

<210> 6

<211> 372

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sequéncia de &cido nucleico com coddes optimizados que codifica
para a cadeia alfa da FSH humana

<400> 6
TELAsttasg COQCCAQCAL PUALTACIAC AYOABGLACY CCPUCRELLL cotgotgact

;Ctgagﬁgtgﬁ'tcatgcatgt gﬁtgtatags gccttagaﬁg tgca@gaxtg cxccgagtgt
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aagsmgma Ceagrgagag CACCLPLLge gtogccanga gdracaacay gotgacegrg 300
ﬁxgggg@gggt TCAApItonas GACCACACE GUCTOLCact gragtatcry cractaccan 360

‘aagageraat ga wm
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REIVINDICACOES

1. Um método de purificacdo de uma FSH recom-
binante ou uma variante de FSH recombinante, compreendendo
0s passos de sujeicdo de liquido contendo a referida FSH ou
variante de FSH a:

- uma cromatografia de permuta anidnica;

- uma cromatografia de interaccdo hidrofdbica, e;

- uma cromatografia de afinidade com corante;

que sdo realizadas em qualgquer ordem,

em que o método nem compreende uma cromatografia de permuta

anibénica fraca, nem uma cromatografia de fase reversa.

2. O método da reivindicacdo 1, em gue o8
passos sdo realizados na seguinte ordem:
a) uma cromatografia de permuta aminodcidos;
b) uma cromatografia de interaccdo hidrofdébica, e;

c) uma cromatografia de afinidade com corante.

3. O método das reivindicacdes 1 ou 2, em que a
cromatografia de permuta anidénica é realizada utilizando
uma resina de permuta anidbdnica forte tendo grupos fun-
cionais -NT(CHs)3, ou uma resina com caracteristicas seme-

lhantes.

4, 0O método de qualgquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que a cromatografia de interaccdo hidro-

fébica é realizada utilizando uma resina consistindo em
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esferas de agarose reticulada derivatizadas com grupos
fenilo, ou butilo, ou uma resina com caracteristicas seme-

lhantes.

5. 0O método de qualguer uma das reivindicacdes
anteriores, em que a cromatografia de afinidade com corante
é realizada com Cibacron Blue 3G como ligando, 1ligado

covalentemente a qualquer matriz.

6. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que a cromatografia ¢é realizada utilizando
um tampdo Tris-HCl/cloreto de sdédio como eluente, a um pH

na gama entre 7,0 e 9,0.

7. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
anteriores, em qgque o método compreende ainda uma croma-

tografia de permuta catidnica.

8. O método da reivindicacdo 7, em que a Cro-
matografia de permuta catidnica ¢é realizada com um
permutador catidnico acidico de &cido sulfdénico forte,
fixado numa membrana, ou num permutador com caracteristicas

semelhantes.

9. O método da reivindicacdo 7 ou 8, em que O0S
passos sdo realizados na seguinte ordem:
a) uma cromatografia de permuta anidnica;
b) uma cromatografia de interaccdo hidrofdébica;
c) uma cromatografia de afinidade com corante, e;

d) uma cromatografia de permuta catidnica.
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10. 0O método de qualguer uma das reivindicacdes
1 a 6, compreendendo ainda uma cromatografia de permuta

anidénica adicional.

11. O método da reivindicacdo 10, em que a
cromatografia de permuta anidnica ¢é realizada utilizando
uma resina de permuta anidénica forte tendo grupos
funcionais -N*t(CHs)sz, ou uma resina com caracteristicas

semelhantes.

12. O método das reivindicacdes 10 ou 11, em que
a cromatografia de permuta anidénica é realizada utilizando
um tampdo Tris-HCl/cloreto de sdédio como eluente, a um pH

na gama entre 7,0 e 9,0.

13. O método das reivindicacdes 10 a 12, em que
08 passos sdo realizados na seguinte ordem:
a) uma primeira cromatografia de permuta anidnica;
b) uma cromatografia de interaccdo hidrofdébica;
c) uma cromatografia de afinidade com corante;
d) uma cromatografia de permuta catidénica opcional, e;

e) uma segunda cromatografia de permuta anidnica.
14. O método de qualquer das reivindicacbes 1 a
6, compreendendo o método ainda uma cromatografia de

exclusdo molecular.

15. O método da reivindicacdo 14, em que a
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cromatografia de exclusdo molecular é realizada utilizando
uma matriz de compbdsito esférico de dextrano e agarose

reticulados.

16. O método da reivindicacdo 14 ou 15, em que
0S8 passos sdo realizados na seguinte ordem:
a) uma primeira cromatografia de permuta anidnica;
b) uma cromatografia de interaccdo hidrofdébica;
c) uma cromatografia de afinidade com corante;
d) uma cromatografia de permuta catidénica opcional;

e) uma segunda cromatografia de permuta anidbnica opcional,

f) uma cromatografia de exclusdo molecular.

17. O método de qualquer das reivindicacdes
anteriores, em gue 0S8 passos sdo realizados na seguinte
ordem:
a)uma primeira cromatografia de permuta anidnica;

b) uma cromatografia de interaccdo hidrofdébica;
c) uma cromatografia de afinidade com corante;
d) uma segunda cromatografia de permuta anidnica, e;

e) uma cromatografia de exclusdo molecular.

18. O método de qualquer das reivindicacdes
anteriores, compreendendo ainda um ou mais passos de

ultrafiltracdo e/ou nanofiltracédo.

19. O método de qualgquer das reivindicacdes
anteriores, em que ndo ¢é realizada cromatografia de

afinidade com ides metédlicos.
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20. O método de gualquer das reivindicacdes
anteriores, em que ndo é realizada cromatografia de imuno-

afinidade.

21. O método de qualquer das reivindicacdes
anteriores, em que a FSH tem uma subunidade o de acordo com
a SEQ ID No 1 e uma subunidade [ de acordo com a SEQ ID No

2.

22. Um método para a producdo de uma FSH humana
recombinante compreendendo os passos de:
a) geracdo de um clone de célula de CHO que produz a FSH
humana recombinante a partir de uma ou mais moléculas de
4dcido nucleico recombinante que codificam para a cadeia o
para a cadeia B da FSH humana,
b) cultivar as células CHO hospedeiras sob condicdes
adequadas, e
c) purificar a FSH humana recombinante a partir da cultura
de células de acordo com o método de gqualgquer uma das

reivindicacdes 1 a 21.

Lisboa, 27 de outubro de 2015
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