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“METODO PARA PURIFICAR UM HORMONIO FOLICULO-
ESTIMULANTE RECOMBINANTE OU UMA VARIANTE DE

HORMONIO FOLICULO-ESTIMULANTE RECOMBINANTE,
HORMONIO FOLICULO-ESTIMULANTE OU VARIANTE DE
HORMONIO FOLICULO-ESTIMULANTE, COMPOSICAO

FARMACEUTICA, E, USO DO HORMONIO FOLICULO-
ESTIMULANTE OU DA VARIANTE DE HORMONIO FOLICULO-
ESTIMULANTE, OU DE UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA”

A presente invenc¢do refere-se a um método para purificar um
hormoénio foliculo-estimulante (FSH) recombinante ou variante de FSH
recombinante. O método compreende as etapas de submeter um liquido
contendo um FSH recombinante ou variante de FSH recombinante a uma
cromatografia por troca anidnica, a uma cromatografia por interacdao
hidrofébica, e a uma cromatografia por afinidade com corante, em que estas
etapas de cromatografia podem ser realizadas em qualquer ordem, e em que o
método nem compreende uma cromatografia por troca anidnica fraca nem
uma cromatografia por fase inversa. O método de purificacdo resulta em um
rendimento alto de FSH recombinante tendo um grau desejado de pureza. O
FSH obtido € especialmente util para a profilaxia e tratamento de disturbios e
indicacoes médicas onde preparacoes de FSH sdo consideradas como
medicamentos uteis.

Hormoénio foliculo-estimulante (FSH) € produzido pelas
células gonadotropicas da glandula pituitaria anterior e liberado na circulacgao.
FSH age junto com o hormonio luteinizante (LH) no controle de maturagdo de
odcito em fémeas e de espermatogénese em machos. Tanto FSH quanto LH
pertencem a uma familia de glicoproteinas heterodiméricas que consistem em
duas cadeias a e B ndo covalentemente ligadas que sdo codificadas por genes
separados. Tanto as cadeias o quanto B sdo glicosiladas. A subunidade o

consiste em 92 residuos de aminodcido enquanto a subunidade 3 consiste em
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111 residuos de aminodcido, cada um dos quais tem dois sitios de glicosilacdo
ligados a asparagina potenciais.

FSH humano € usado para tratar mulheres com anovulagao,
para a estimulacdo do desenvolvimento multifolicular (superovulagdo) e na
preparagdo para uma concepgao assistida tal como IVF, ICSI, GIFT ou CIFT.
Além disso, FSH humano € usado para estimular a maturacao de foliculos em
mulheres com producdo de FSH baixa ou ausente e para estimular
espermatogénese em homens que sofrem de oligospermia.

Em um regime de tratamento tipico para indugdo da ovulagao,
um paciente € administrado com injecdes didrias de FSH ou uma variante
(cerca de 75 a 450 1U FSH/dia) durante um periodo de cerca de 6 a cerca de
12 dias. Em um regime de tratamento tipico para hiperestimula¢do ovariana
controlada, um paciente € administrado com injecdes didrias de FSH ou uma
variante (cerca de 150 a 600 IU FSH/dia) durante um periodo de cerca de 6 a
cerca de 12 dias.

Para a estimulacdo da espermatogénese um regime usando 150
IU FSH trés vezes por semana em combina¢dao com 2.500 IU hCG duas vezes
por semana foi bem sucedido em obter uma melhora na contagem de
espermas em homens que sofrem de hipogonadismo hipogonadotropico.

Até a década de 80, uma fonte primaria de FSH humano foi
FSH derivado de urina isolado da urina de mulheres em idade reprodutiva.
Uma outra forma purificada de FSH derivado de urina, de pureza alta, foi
introduzida na década de 90, e finalmente um FSH recombinante foi
desenvolvido e foi amplamente usado desde o ano 1998. Com o advento da
tecnologia de DNA recombinante, tornou-se possivel produzir FSH humano
em culturas celulares transfectadas com as sequéncias de acido nucléico que
codificam as sequéncias de DNA de cadeia a e B que codificam as cadeias a e
B e métodos para produzir FSH recombinante foram divulgados, por exemplo,

em WO 88/10270, WO 86/04589 e EP 0 735 139.
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Correntemente, existem dois produtos de FSH humano
recombinante comerciais no mercado na Alemanha, GONAL-f® e Puregon®,
ambos os quais sdo produzidos por expressdo das sequéncias de DNA que
codificam as cadeias a e B do tipo selvagem humanas em células do Ovario de
Hamster Chinés (CHO).

Por causa da importancia de FSH no tratamento de disturbios
de fertilidade, a provisao de FSH recombinante de pureza alta e atividade
especifica alta € desejavel. O tratamento com FSH requer injecoes repetidas.
Preparacoes de FSH altamente purificadas podem ser administradas
subcutaneamente, permitindo a auto-administracdo pelo paciente, aumentando
assim a conveniéncia e complacéncia do paciente.

O pedido de patente internacional WO 2006/051070 Al de
Ares Trading S.A. descreve um método para purificar FSH recombinante
compreendendo as etapas seguintes: 1) cromatografia por afinidade com
corante, 2) cromatografia por interacdo hidrofébica; e 3) cromatografia por
fase inversa. Além disso, a WO 2006/051070 A1l divulga um método para
purificar FSH compreendendo as etapas de submeter FSH a 1) cromatografia
por troca anidnica, 2) cromatografia por afinidade com corante, 3)
cromatografia por interacdo hidrofébica, 4) cromatografia por fase inversa e
5) cromatografia por troca anidnica.

O pedido de patente internacional WO 2005/063811 Al de
Ares Trading S.A. refere-se a um método para purificar FSH humano
recombinante compreendendo as etapas de (1) cromatografia por troca 10nica;
(2) cromatografia por ion metdlico imobilizado; e (3) cromatografia por
interacao hidrofébica (HIC).

A WO 2007/065918 A2 de Ares Trading S.A. descreve um
método para purificar FSH compreendendo a etapa cromatografica:
cromatografia por afinidade com corante, cromatografia por troca anidnica

fraca, cromatografia por interacdo hidrofébica, e cromatografia por troca
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anionica forte, que pode ser realizada em qualquer ordem.

Existe uma necessidade continua para novos métodos de
purificar FSH recombinante e variantes de FSH. Em particular, existe uma
necessidade para métodos de purificacdo que evitam o uso de etapas de
cromatografia por fase inversa. Além disso, é desejavel ter um método de
purificacdo que niao conta com cromatografia por imunoafinidade, mas que
pode ser realizado sem esta etapa intensiva de custo.

De acordo com a presente invencao, este € outros problemas
sdo revolvidos por meio das caracteristicas da reivindicagdo principal. Formas
de realizacdo vantajosas sdo definidas nas sub-reivindicacdes.

E um objetivo da invencdo fornecer um método vantajoso,
novo para purificar FSH recombinante ou uma variante de FSH recombinante.

Em um primeiro aspecto, a inven¢do fornece um método para
purificar FSH humano recombinante ou uma variante de FSH partindo de um
liquido contendo o FSH bruto, compreendendo as etapas seguintes:

- uma cromatografia por troca anidnica,

- uma cromatografia por interacao hidrofobica, e

- uma cromatografia por afinidade com corante,

que podem ser realizadas em qualquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia por troca
anionica fraca assim como qualquer cromatografia por fase inversa.

Em uma outra forma de realizacdo, as diferentes etapas
cromatograficas sdo realizadas na ordem seguinte: (1) cromatografia por troca
anionica, (2) cromatografia por interacao hidrofébica, e (3) cromatografia por
afinidade com corante. Cromatografia por troca anidnica (AEC) conta com
interacOes de carga-carga entre as proteinas na amostra e as cargas
imobilizadas na resina. Na cromatografia por troca anidnica, os ions de
ligacdo das proteinas sdo negativos, € o grupo funcional imobilizado €

positivo. Resinas de troca anidnica comumente usadas sdo Q-resina, uma
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amina quaterndria, e resina de DEAE (DiEtilAminoEtano). Entretanto, em
geral a etapa de cromatografia por troca anidnica pode ser realizada com todas
as resinas de troca anidnica ou membranas comercialmente disponiveis
comuns. Resinas de troca anidnica podem ser usadas na forma de colunas pré-
vertidas. Alternativamente, colunas podem ser auto-preparadas. Nao existe
nenhuma limitacdo especifica como para a capacidade e a geometria das
colunas exceto as usuais. A pessoa habilitada na técnica conhece que a
quantidade de resina de troca anidnica a ser usada depende do teor de proteina
global do fluido de cultura celular ou qualquer outro fluido, por exemplo, o
eluado de uma etapa cromatografica precedente, aplicado a coluna na etapa de
captura.

Resinas de troca anidnica forte tipicas que podem ser usadas
para o proposito da invencdo compreendem grupos funcionais tais como:
porcdes aminoetila quaternario (QAE), resinas incluem por exemplo,
Toyopearl QAE (disponivel da Tosoh Bioscience, Alemanha), Selectacel
QAE (um derivado de aminoetila quaternario de celulose, disponivel da
Polysciences Inc., Pennsylvania USA) e outros; por¢des amdnio quaternario
(Q), resinas incluem por exemplo, Q Sepharose XL, Q Sepharose FF, Q
Sepharose HP (disponivel da GE Healthcare, Alemanha), Resource Q
(disponivel da GE Healthcare, Alemanha), Macro Prep High Q (Bio-Rad,
California, USA), Toyopearl Super Q (disponivel da Tosoh Bioscience,
Alemanha), UNOsphere Q (disponivel da Bio-Rad, California, USA), e
grupos trimetilamonioetila (TMAE), resinas incluem por exemplo, Fractogel
EMD TMAE (disponivel da Merck, Alemanha).

A cromatografia por troca aniOnica € preferivelmente uma
cromatografia por troca anidnica forte que € realizada usando uma resina de
troca anidnica forte tendo grupos funcionais -N*(CH3)3;, ou uma resina tendo
caracteristicas similares.

Exemplos preferidos de resinas de troca anidonica forte que
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podem ser usadas para o propoésito da invencao sdo resinas de troca anidnica
forte de amoOnio quaterndrio conhecidas na técnica como UNOsphere Q, Q
Sepharose HP e outras resinas tendo por¢cdes amonio quaternério (Q).

As caracteristicas do trocador anidnico forte UNOsphere Q sdo

como segue:
Grupo funcional -N*(CH3);3
Capacidade i6nica total 120 peqg/ml
Capacidade de ligacao dindmica

150 cm/h 180 mg/ml
600 cm/h 125 mg/ml
Contra-ion de remessa Cr
Tamanho de particula médio 120 um

Faixa de taxa de fluxo linear recomendada
50 a 1200 cm/h

Estabilidade quimica

NaOH 1,0 M (20°C) até¢ 2.000 h
HCI1 1,0 M (20°C) até¢ 200 h
Mudancgas de volume

pH4a 10 <5 %
NaCl 0,01 al1,0M <5 %
estabilidade do pH lal4

As caracteristicas do trocador anionico forte Q Sepharose HP

sao como segue:

Capacidade 10nica 0,14 a 0,20 mmol CI'/ml
Capacidade dinamica 70 mg BSA/ml de meio
Velocidade de fluxo de rec. 30 a 150 cm/h

Pressao max. sobre o leito empacotado
durante a operacao 3 bar (42 psi, 0,3 MPa)

Limite de pressdo de hardware
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em coluna HilLoad 5 bar (73 psi, 0,5 MPa)

Tamanho de particula médio 34 um

Limite de exclusdo (M) aprox. 4 x 10° proteinas globulares
Matriz agarose reticulada, 6 %
Estabilidade do pH 2 a 12 (funcional e de longo prazo),

1 a 14 (de curto prazo)
Estabilidade quimica estivel em todos os tampOes
comumente usados

E preferivel evitar o uso de resinas de troca anidnica fraca, tais
como aquelas com base em dietilaminoetila (DEAE) ou dimetilaminoetila
(DMAE) como os grupos funcionais.

A etapa de cromatografia por troca anionica € preferivelmente
realizada usando um tampao tendo um pH suavemente alcalino, por exemplo,
em ou cerca de 7,0 a em ou cerca de 9,0, ou em ou cerca de 7,5 a em ou cerca
de 8,5. Tampdes adequados incluem, por exemplo, tampao de borato,
trietanolamina/acido iminodiacético Tris, acetato de amonio, tricina, bicina,
TES, HEPES, TAPS. O uso de um tampao Tris € preferido. A eluicdo da
resina de troca anidnica € usualmente obtida aumentando-se a condutividade
da fase movel através da adicao de sal, preferivelmente cloreto de sddio.

A cromatografia por interacdo hidrofébica (HIC) do método da
invencdo pode ser realizada usando uma resina de HIC tendo uma superficie
relativamente suavemente hidrofébica (comparada a superficie hidrofébica
muito mais forte de uma resina de fase inversa). Proteinas com propriedades
de superficie hidrofobica sdo atraidas a tais resinas que comumente t€m
grupos éter, fenila, butila ou hexila.

A HIC pode ser realizada com todas as resinas de HIC
comercialmente disponiveis comuns. Resinas de HIC que podem ser usadas
para o proposito da invencdo compreendem matrizes tais como Butil, Fenil,

Propil ou Octil Sefarose, SOURCE 15 (todas disponiveis da GE Healthcare,
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Alemanha), suporte de HIC de metila ou t-butila Macro-Prep (Bio-Rad,

Alemanha) ou Fractogel EMD com ligandos de propila ou fenila (Merck AG,

Alemanha),

Resinas de HIC Toyopearl, tais como Toyopearl Butil 650 M e

resinas de HIC similares (Tosoh Bioscience).

Em uma forma de realizacdo preferida, a cromatografia por

interacao hidrofdbica é realizada usando uma resina consistindo em pérolas de

agarose reticuladas derivadas com grupos fenila, butila ou octila, ou uma

resina tendo caracteristicas similares. As caracteristicas de Phenyl Sepharose

6 FF (disponivel da GE Healthcare) sdo dadas abaixo.

Densidade do ligando
Phenyl Sepharose® 6 Fast
Fluxo (sub baixo)

Phenyl Sepharose® 6 Fast
Fluxo (sub alto)
Capacidade de ligacao
Phenyl Sepharose® 6 Fast
Fluxo (sub baixo)

Phenyl Sepharose® 6 Fast
Fluxo (sub alto)

Espec. de pressao/fluxo

Estabilidade do pH

Estabilidade quimica

Tamanho de particula médio

Armazenamento

25 pmol/ml de meio

40 pmol/ml de meio

10 mg de IgG/ml de meio

24 mg de HSA/ml de meio

30 mg de IgG/ml de meio

36 mg de HSA/ml de meio

200 a 400 cm/h, 1 bar XK coluna
50/60, altura do leito 25 cm

2 a 14 (curto prazo),

3 a 13 (longo prazo)

Estavel em tampdes comuns, agentes
caotropicos, detergentes, e solventes
organicos polares.

90 pm

20 % de etanol
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Temperatura de armazenamento 4°C a30°C

A ligacdo na resina de HIC € obtida em um tampao com uma
condutividade alta, obtida através da adi¢do do sal (NaCl, (NH4)>SO4 ou
Na,SO4 por exemplo). A eluicdo na etapa de HIC é usualmente realizada
reduzindo-se a condutividade da fase movel (isto €, reduzindo a concentragdo
de sal), usando um tampao tendo um pH em ou cerca de 5 a em ou cerca de 9,
mais preferivelmente em ou cerca de 6 a em ou cerca de 8, o mais
preferivelmente em ou cerca de 7 a em ou cerca de 8.

Tampdes de equilibrio, lavagem e eluicdo podem compreender
todos os tipos de tampdo usualmente usados para HIC. Assim, agentes de
tamponamento compreendem fosfato de sodio, acetato de sddio, Tris/HCI,
HEPES, ou outros agentes de tamponamento. Além disso, tampdes podem
conter entre 0,5 mM e 3 M de NaCl, KCl ou outros sais adequados
dependendo se o tampao € usado para equilibrio, lavagem ou eluicdo.
Tampdes de equilibrio e lavagem contém concentragdes mais altas dos sais
anteriormente mencionados do que tampodes de eluicao.

Um tampao particularmente preferido na etapa de HIC € um
tampao de Tris/HCI contendo cloreto de sédio.

A cromatografia por afinidade com corante do método da
invencdo pode ser realizada usando uma resina tendo como um ligando
imobilizado um composto corante que € bem conhecido a uma pessoa
habilitada na técnica, isto €, Cibacron Blue F3G-A. O termo “imobilizado” é
bem entendido por uma pessoa habilitada na técnica e significa que o ligando
€ derivado no sentido de que ele € quimicamente ligado a resina.

Em uma forma de realizacdo preferida, a cromatografia por
afinidade com corante € realizada com Cibacron Blue F3G-A como o ligando,
covalentemente ligado a qualquer matriz, por exemplo, uma matriz de
agarose. Preferivelmente, a cromatografia por afinidade com corante €

realizada usando a resina conhecida como Blue Sepharose FF (disponivel da
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GE Healthcare, Alemanha). As caracteristicas técnicas da Blue Sepharose FF

sao dadas abaixo:

Ligando Cibacron Blue F3G-A
M¢étodo de ligacado de ligando Ligacao de triazina
Capacidade de ligacao > 18 mg de albumina sérica

humana/ml de meio

Densidade do ligando ~ 7 wmol de Cibacron Blue/ml de
meio

Matriz Agarose altamente reticulada, 6 %

Tamanho de particula médio 90 pm

Estabilidade do pH 4 a 12 (longo prazo), 3 a 13 (curto
prazo)

Armazenamento 20 % de etanol, 0,1 M de tampao de

fosfato de potéssio, pH 8,0
Temperatura de armazenamento 4°C a30°C
Estabilidade quimica 40°C durante 7 dias em: 70 % de
etano, 6 M de cloridreto de
guanidina, 8 M de uréia
E entendido que a cromatografia por afinidade com corante do
método da inveng¢do pode ser realizada com resinas alternativas, tendo
caracteristicas similares. 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), Econo-Pac blue cartridges (Bio-Rad), Cibacron Blue 3GA
(Sigma).
A elui¢do na etapa de cromatografia por afinidade com corante
imobilizado € preferivelmente realizada usando um tampao de Tris/HCI ou
um tampao de fosfato. O mais preferido € um tampao de Tris/HCI contendo

cloreto de s6dio. O pH do eluente € preferivelmente em ou cerca de 7 a em ou
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cerca de 9, o mais preferivelmente o pH estd na faixa entre 7 e 8.

Em um outro aspecto, o método para purificar um FSH
recombinante ou variante de FSH de acordo com a inven¢ao compreende as
etapas de submeter um liquido contendo o dito FSH ou variante de FSH a

- uma cromatografia por troca anidnica,

- uma cromatografia por interacdo hidrofobica,

- uma cromatografia por afinidade com corante, e

além disso a uma cromatografia por troca catidnica

que podem ser realizadas em qualquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia por troca
anionica fraca assim como qualquer cromatografia por fase inversa.

Em uma forma de realizacdo as etapas sao realizadas na ordem
seguinte: (1) cromatografia por troca anidnica, (2) cromatografia por interacao
hidrofébica, (3) cromatografia por afinidade com corante, e (4) cromatografia
por troca catidnica.

A cromatografia por troca catidnica (CEC) conta com
interacOes de carga-carga entre as proteinas na amostra e as cargas
imobilizadas na resina. Na cromatografia por troca catidnica, os ions de
ligacdo das proteinas sdo positivos e o grupo funcional imobilizado €
negativo. Resinas de troca catidnica comumente usadas s3o S-resina,
derivados de sulfato, e resinas de CM (carboximetila), ions derivados
carboxilados.

Entretanto, em geral a etapa de cromatografia por troca
cationica pode ser realizada com todas as resinas de troca catidnica ou
membranas comercialmente disponiveis comuns. Resinas de troca catidnica
podem ser usadas na forma de colunas pré-vertidas ou membranas nas quais o
grupo funcional, por exemplo, 4cido sulfénico, € fixado. Alternativamente
colunas podem ser auto-preparadas. Ndo existe nenhuma limitacdo especifica

como a capacidade e a geometria das colunas exceto as usuais. A pessoa
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habilitada na técnica conhece que a quantidade de resina de troca catiOnica a
ser usada depende do teor de proteina global do fluido de cultura celular ou
qualquer outro fluido, por exemplo, o eluado de uma etapa cromatografica
precedente.

Resinas de troca catidnica tipicas que podem ser usadas para o
proposito da invengdo estdo disponiveis da GE Healthcare e outros fabricantes
de acessorios e colunas de cromatografia idonica. Comumente, CEC ¢
realizada usando tampodes em valores de pH entre 4 e 7.

Em uma forma de realizacdo preferida, a etapa de troca
cationica do método da invengdo € realizada como uma troca catidnica de
membrana. Preferivelmente, a etapa de troca catiOnica € realizada com um
trocador catiOnico acido forte acido sulfonico fixado em uma membrana ou
um trocador tendo caracteristicas similares.

Adsorvedores de membrana adequados para uso na etapa de
troca catidnica da invenc¢do sdo conhecidos na técnica e estao disponiveis de
varios fornecedores. Por exemplo, a cromatografia por troca catidnica do
método da inven¢ao pode ser realizada usando uma membrana fabricada de
celulose regenerada e tendo uma matriz cromatografica de 4acido sulfénico
formado na cadeia principal de celulose. Um exemplo de um adsorvedor de
membrana util sdo os Adsorvedores de membrana Sartobind S vendidos por
Sartorius. Os dados técnicos dos Adsorvedores de membrana Sartobind S sdo
dados abaixo.

Designacgao Sartobind  SingleSep®  (trocador
catidnico 4cido forte S)

Ligando acido sulfonico (R-CH,-SO5")

Capacidade de ligacdo estatica > 0,8 mg/cm? (29 mg/ml) medido
com albumina sérica bovina e
lisozima de ovo de galinha

Capacidade 10nica 4 a 6 peg/cm?
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Membrana

Material de base
Espessura da membrana
Tamanho de poro nominal
Capsula

Modelo

Altura do leito:
Material da Capsula
Pressao max.
Estabilidade do pH
Armazenamento

Estabilidade quimica

celulose reforcada estabilizada
275 pm

>3 um

Cilindrico, numero nominal de
camadas: 15

4 mm

Polipropileno (FDA)

0,4 MPa (4 bar, 58 psi)

3 a 14 (curto prazo)

descartar apds um uso

Estavel contra todos os tampoes
comumente usados em
cromatografia, 1 M de NaOH (30 a
60 min a 20°C), 8 M de uréia, 8 M de
cloridreto de guanidina, etanol,
acetona, ¢ 100 % de acetonitrila.

Evitar agentes oxidantes.

A etapa de CEC pode ser realizada de acordo com o protocolo

do fabricante. Por exemplo, um tampdo de Tris-HCI pode ser usado no pH

7,0.

Foi descoberto que a etapa de CEC, preferivelmente a etapa de

adsorvedor de membrana catidnico, purifica proteinas da célula hospedeira de

todos os tamanhos moleculares embora mantendo os tempos do processo

curtos. O rendimento, em torno de 95 %, € muito favorivel porque FSH ndo

liga-se ao adsorvedor no pH 7,0.

Em geral, foi descoberto que a cromatografia por troca

cationica na forma de uma membrana cromatografica € muito util para a
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purificacdo de FSH recombinante ou variante de FSH. Assim, em um outro
aspecto, a inven¢ao refere-se ao uso de um adsorvedor de membrana catidbnico
em um método para purificar FSH ou variante de FSH. Em uma forma de
realizacdo preferida, o adsorvedor de membrana catidnico é um adsorvedor de
troca catidnica, preferivelmente um adsorvedor de troca catibnica forte,
fabricado a partir da celulose regenerada e tendo uma matriz cromatogréafica
de acido sulfonico formada na cadeia principal de celulose.

Em um outro aspecto, o método para purificar um FSH
recombinante ou variante de FSH de acordo com a inven¢do compreende as
etapas de submeter um liquido contendo o dito FSH ou variante de FSH a

- uma cromatografia por troca anidnica,

- uma cromatografia por interacdo hidrofobica,

- uma cromatografia por afinidade com corante,

- uma cromatografia por troca catidnica opcional, e

além disso a uma cromatografia por troca anidnica adicional,

que podem ser realizadas em qualquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia por troca
anionica fraca assim como qualquer cromatografia por fase inversa.

Em uma forma de realizacao as etapas sao realizadas na ordem
seguinte: uma cromatografia por troca anidnica primdaria, uma cromatografia
por intera¢ao hidrofébica, uma cromatografia por afinidade com corante, uma
cromatografia por troca catidnica opcional, € uma cromatografia por troca
anidnica secunddria.

A cromatografia por troca anidnica secundiria pode ser
realizada usando resinas de troca anionica tipicas como mencionado acima em
combinacdo com a cromatografia por troca anidnica primdria. Também a
cromatografia por troca anidnica secundéaria € preferivelmente uma
cromatografia por troca anidnica forte que € realizada usando uma resina de

troca anidnica forte tendo grupos funcionais -N*(CH3)3;, ou uma resina tendo
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caracteristicas similares. Exemplos preferidos de resinas de troca anidnica
forte que podem ser usadas para o propdsito da invencao sdo resinas de troca
anionica forte de amonio quaternario conhecidas na técnica como UNQOsphere
Q, Q Sepharose HP e outras resinas tendo por¢des amonio quaternério (Q). As
caracteristicas do trocador anidnico forte UNOsphereQ e Q Sepharose HP sdo
dadas acima em combinac¢ao com a cromatografia por troca anidnica primaria.
Também na etapa de cromatografia por troca anidnica secunddria € preferivel
evitar o uso de resinas de troca anidnica fraca, tais como aquelas com base em
dietilaminoetila (DEAE) ou dimetilaminoetila (DMAE) como os grupos
funcionais.

A etapa de cromatografia por troca anionica € preferivelmente
realizada usando um tampao tendo um pH suavemente alcalino, por exemplo,
em ou cerca de 7,0 a em ou cerca de 9,0, ou em ou cerca de 7,5 a em ou cerca
de 8,5. Tampdes adequados incluem, por exemplo, tampao de borato,
trietanolamina/acido iminodiacético Tris, acetato de amonio, tricina, bicina,
TES, HEPES, TAPS. O uso de um tampao de Tris € preferido. A elui¢cdo da
resina de troca anidnica € usualmente obtida aumentando-se a condutividade
da fase movel através da adicao de sal, preferivelmente cloreto de sddio.

Em uma forma de realizacdo, a cromatografia por troca
anionica secundaria € realizada usando um tampdo de Tris-HCl/cloreto de
s6dio como eluente em um pH na faixa entre 7,0 e 9,0.

Em um outro aspecto, o método para purificar um FSH
recombinante ou variante de FSH de acordo com a inven¢ao compreende as
etapas de submeter um liquido contendo o dito FSH ou variante de FSH a

- uma cromatografia por troca anidnica,

- uma cromatografia por interacao hidrofobica, e

- uma cromatografia por afinidade com corante,

que podem ser realizadas em qualquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia por troca
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anionica fraca assim como qualquer cromatografia por fase inversa, e

em que o método compreende adicionalmente uma
cromatografia por exclusao de tamanho.

Em um outro aspecto, o método para purificar um FSH
recombinante ou variante de FSH de acordo com a inven¢ao compreende as
etapas de submeter um liquido contendo o dito FSH ou variante de FSH a

- uma cromatografia por troca anidnica,

- uma cromatografia por interagcdo hidrofobica,

- uma cromatografia por afinidade com corante,

- uma cromatografia por troca cationica opcional,

- uma cromatografia por troca anidnica adicional opcional, e

- uma cromatografia por exclusao de tamanho,

que podem ser realizadas em qualquer ordem,

em que o método evita qualquer cromatografia por troca
anidnica fraca assim como qualquer cromatografia por fase inversa.

Em uma forma de realizacao as etapas sao realizadas na ordem
seguinte: uma cromatografia por troca anidnica, uma cromatografia por
interacao hidrofobica, uma cromatografia por afinidade com corante, uma
cromatografia por troca catidnica opcional, uma cromatografia por troca
anidnica adicional opcional, e uma cromatografia por exclusao de tamanho.

Em uma forma de realizacao preferida, o método da invenc¢ao
compreende as etapas seguintes na ordem seguinte: uma cromatografia por
troca anidnica primdaria, uma cromatografia por interacdo hidrofébica, uma
cromatografia por afinidade com corante, uma cromatografia por troca
catidnica opcional, uma cromatografia por troca anionica secundaria opcional,
e uma cromatografia por exclusdo de tamanho.

A cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC), também
conhecida como cromatografia por filtragio em gel, ¢ um método

cromatografico em que particulas, por exemplo, proteinas e outras
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biomoléculas, sdo separadas com base em seu tamanho. Um meio de gel
tipico para SEC € poliacrilamida, dextrano, agarose ou uma mistura destes.
Matrizes de SEC estdo disponiveis de varios fabricantes de acessorios e
coluna cromatograficos, por exemplo, da Tosoh Bioscience LLC ou GE
Healthcare.

A cromatografia por exclusdo de tamanho € preferivelmente
realizada usando uma matriz de compdsito esférico de agarose reticulada e
dextrano.

Exemplos de matrizes de cromatografia por exclusio de
tamanho uteis sdo matrizes conhecidas na técnica como Superdex 75 pg,
disponivel por exemplo da GE Healthcare. Colunas Superdex 75 pg levam em
consideracdo separacdo de alta resolucdo de proteinas, peptideos, e outras
biomoléculas de acordo com o tamanho. Geralmente, colunas de exclusao de

tamanho s3o ideais para a etapa de polimento em um procedimento de

purificacao.
Os detalhes técnicos da matriz Superdex 75 pg sdao como
segue:
Limite de exclusdo (M) 1 x 10° protefnas globulares
Faixa de separacdo (M) 3000 a 70 000 proteinas globulares
Matriz Compodsito  esférico de agarose
reticulada e dextrano
Tamanho de particula médio 34 um
Estabilidade quimica Estavel em todos os tampdes

comuns:
1 M de acético acido,

8 M de uréia,

6 M de cloridreto de guanidina,
30 % de alcool isopropilico,

70 % de etanol, 1 M de NaOH (para
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limpeza adequada)

Estabilidade do pH 3 a 12 (funcional e de longo prazo), 1
a 14 (curto prazo)

Colunas Superdex® 10/300 GL (Tricorn)*

Dimensdes do leito 10 x 300 mm

Volume recomendado da amostra 25a250 ul

Volume do leito 24 ml

Pressao max. 18 bar (261 psi, 1,8 MPa)
Taxa de fluxo max. (H,O a 25°C) 1,5 ml/min

Placas tedricas > 30000 m’!

Colunas Superdex® PC 3,2/30

Dimensoes do leito 3,2 x 300 mm

Volume do leito 2.4 ml

Volume recomendado da amostra 2a25ul

Pressao max. 24 bar (348 psi, 2,4 MPa)
Taxa de fluxo max. (H,O a 25°C) 0,100 ml/min

Placas tedricas > 30000 m’!
Armazenamento 20 % de etanol
Temperatura de armazenamento 4°C a30°C

A etapa de SEC pode ser realizada de acordo com o protocolo
do fabricante. Por exemplo, um tampao de fosfato de sdédio pode ser usado no
pH 6 a 8, preferivelmente em torno do pH 7,0.

Em uma forma de realizacao preferida da invencdo, o método
da invencdo compreende as etapas seguintes na ordem seguinte: uma
cromatografia por troca anidnica primdria, uma cromatografia por interacao
hidrofébica, uma cromatografia por afinidade com corante, uma
cromatografia por troca catidbnica, uma cromatografia por troca aniOnica
secunddria, e uma cromatografia por exclusdao de tamanho.

Em uma forma de realizacdo preferida, a etapa de
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cromatografia por troca catidonica do método da invencao € realizada como
uma troca catidnica de membrana. Preferivelmente, a etapa de troca catidnica
€ realizada com um trocador cationico acido forte acido sulfonico, fixado em
uma membrana ou um trocador tendo caracteristicas similares.

Além disso, o método da invencdo compreende uma ou mais
etapas de ultrafiltracdo e/ou nanofiltracdo. Ultrafiltracdo € uma forma de
filtracio de membrana em que a pressao hidrostatica forca um liquido contra
uma membrana semipermedvel. S6lidos e solutos colocados em suspensdo de
peso molecular alto sdo retidos, enquanto dgua e solutos de peso molecular
baixo passam através da membrana. Ultrafiltracdo ¢ um método comumente
usado de separacdo para purificar e concentrar solu¢des macromoleculares,
especialmente solugdes de proteina. Ultrafiltracdo € similar a nanofiltragdo,
entretanto diferindo em termos do tamanho das moléculas que ela retém. Na
estrutura da presente inven¢do, um corte de peso molecular de 10 kDa ¢é
preferido (10 kDa UF). Membranas UF também podem ser usadas para
diafiltracdo para remover sais e outras microespécies da solugcdo por
intermédio de diluicdo repetida ou continua e reconcentracao.

Em uma forma de realizacdo preferida da invengao, o processo
de purificacdo compreende uma ou mais etapas de ultrafiltracdo/diafiltracdo
e/ou nanofiltracdo. Estas etapas de filtracdo podem ser realizadas usando
dispositivos de filtracdo comercialmente disponiveis, por exemplo,
disponiveis da GE Healthcare ou Sartorius.

A ultrafiltragcdo € preferivelmente realizada usando os cassetes

Sartocon e cassetes Sartocon Slice vendidos pela Sartorius.

Membrana Polietersulfona (PESU) ou Hidrosart®
Corte de peso molecular 10kD

Area de filtro 0,02 a 0,7 m?

Pressao de alimentacdo maximo de 4 bar (58 psi)

Estabilidade do pH lal4



10

15

20

25

20

Temperatura de operagao maximo de 50°C, a 20°C
Limpeza 1 M de NaOH, 40°C

Desinfec¢ao 1 M de NaOH, 40 a 50°C, 30 min
Armazenamento 0,1 M de NaOH

A membrana de polietersulfona (PESU) usada nos cassetes de
fluxo cruzado vendidos pela Sartorius é um polimero de membrana estavel
que caracteriza uma ampla faixa de pH e temperatura.

Os cassetes de ultrafiltracio Hidrosart® vendidos pela
Sartorius também podem ser usados. Hidrosart € uma membrana com base em
celulose estabilizada que foi otimizada para aplicagOes biotecnoldgicas. As
membranas e cassetes de ultrafiltracdo Hidrosart estdo disponiveis nos
seguintes cortes de peso molecular nominais: 2 kD, 5 kD, 10 kD e 30 kD.

Em uma forma de realizacdo preferida, o método de
purificacdo inclui uma etapa de nanofiltracdo. A nanofiltracdo pode ser
realizada usando qualquer dispositivo de nanofiltracdo util. A nanofiltracao €
preferivelmente realizada usando filtros Planova, disponiveis da Asahi Kasei
Medical Co., Ltd.

Filtros Planova sdo designados para remover virus durante a
fabricacdo de produtos medicamentosos bioterapéuticos tais como produtos
biofarmacéuticos. Eles sao fundamentados em uma membrana microporosa
de fibra oca construida de celulose regenerada de cupramOnio naturalmente
hidrofilica com uma distribuicdo de poro estreita, filtros Planova estdo
disponiveis como modulos independentes, de uso tnico em quatro tamanhos
de poro médios de 15 nm, 19 nm, 35 nm, e 72 nm (Planova 15N, 20N, 35N , e
75N, respectivamente). No processo da invencdo € preferido usar um filtro
Planova 15N, isto é, um filtro tendo um tamanho de poro médio de 15 nm. O
filtro € usado de acordo com o protocolo do fornecedor.

E preferido que o método para purificar FSH de acordo com a

invencdo nao compreenda uma cromatografia por afinidade com ion de metal.
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Além disso, também € preferido que o método da invencgao
evite uma cromatografia por imunoafinidade. A purificacdo de FSH sem
etapas de cromatografia por imunoafinidade elimina a interferéncia resultante
possivel de impurezas ou agentes infecciosos, derivados da preparacdo do
anticorpo, com o composto de FSH.

Em uma outra forma de realizagdo, a invencao refere-se a um
método para purificar um FSH recombinante ou variante de FSH
recombinante, compreendendo a etapa de submeter um liquido contendo o
dito FSH ou variante de FSH a um trocador de membrana catidnico.

Em uma forma de realizacdo preferida, o trocador de
membrana catidnico € um trocador catidonico acido forte acido sulfonico,
fixado em uma membrana, ou um trocador tendo caracteristicas similares.

Adsorvedores de membrana adequados para uso no método da
invencdo sdo conhecidos na técnica e disponiveis de vérios fornecedores. Por
exemplo, a cromatografia por troca catidnica do método da invengao pode ser
realizada usando uma membrana fabricada de celulose regenerada e tendo
uma matriz cromatografica de acido sulfonico formado na cadeia principal de
celulose. Um exemplo de um adsorvedor de membrana util sdo os
Adsorvedores de membrana Sartobind S vendidos por Sartorius. Os detalhes
técnicos deste sao dados acima.

Em uma outra forma de realiza¢do, o método para purificar um
FSH recombinante ou variante de FSH recombinante compreendendo a etapa
de submeter um liquido contendo FSH a um trocador de membrana catidnico
compreende adicionalmente uma cromatografia por interagao hidrofobica.

A cromatografia por interagdo hidrofébica do método da
invencdo pode ser realizada como descrito acima em combinagdo com o0
método para purificar um FSH recombinante ou variante de FSH
recombinante, compreendendo as etapas de submeter um liquido contendo o

dito FSH ou variante de FSH a uma cromatografia por troca anidnica, uma
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cromatografia por interacao hidrofobica, e uma cromatografia por afinidade
com corante, que sao realizadas em qualquer ordem,

em que o método nem compreende uma cromatografia por
troca anidnica fraca nem uma cromatografia por fase inversa, e formas de
realizacdo preferidas deste.

Em uma forma de realizagdo preferida, a cromatografia por
interacao hidrofdbica é realizada usando uma resina consistindo em pérolas de
agarose reticuladas derivadas com grupos fenila ou butila, ou uma resina
tendo caracteristicas similares.

A menos que de outro modo indicado, as defini¢cdes seguintes
sdo intencionadas a ilustrar e definir o significado e escopo dos varios termos
usado para descrever a presente invengao.

O termo “FSH” refere-se a um polipeptideo de hormodnio
foliculo-estimulante como uma proteina madura de tamanho natural que
inclui, mas n3o € limitado a, FSH humano ou “hFSH”, se produzido
recombinantemente ou isolado de fontes humanas, tais como a urina de
mulheres pds-menopausicas. A sequéncia de proteina da glicoproteina
humana e a sequéncia de proteina da subunidade p de FSH humano sdo
conhecidas a pessoa habilitada da literatura cientifica e de patente (ver por
exemplo, WO 2004/087213).

A sequéncia de aminoicido da cadeia o de FSH humano é
representada na SEQ ID No. 1, e a sequéncia de aminodcido da cadeia 3 de
FSH humano € representada na SEQ ID No. 2 como anexado a este relatdrio
descritivo. Estas sequéncias de aminodcido correspondem as sequéncias de
aminodcido do tipo selvagem da cadeia a e f de FSH humano como
depositado sob o nimero de acesso J 00152 na base de dados de EMBL e sob
o nimero de acesso NM_000510 na base de dados de NCBI, respectivamente.

As sequéncias de éacido nucléico do tipo selvagem que

codificam FSH humano sao mostradas na SEQ ID No. 3 (= cadeia a) e No. 4
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(= cadeia ).

O FSH recombinante pode ser codificado pela sequéncia de
acido nucléico do tipo selvagem como naturalmente encontrado em seres
humanos, ou ele pode ser codificado por uma sequéncia de acido nucléico
alterada cuja expressdo resulta em um FSH tendo a sequéncia de aminodcido
do tipo selvagem, isto €, a sequéncia de proteina do tipo selvagem como
naturalmente encontrado em seres humanos.

A sequéncia de acido nucléico que codifica FSH humano
pode, por exemplo, ser alterada em um tal modo que uma ou ambas as
sequéncias de 4cido nucléico que codificam a cadeia a e B de FSH humano
foram adaptadas ao uso de c6don 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 4cido nucléico que codificam
FSH humano e que foram modificadas com respeito ao uso de cédon em
células CHO € descrito no pedido de patente internacional WO 2009/000913.
A sequéncia de acido nucléico modificada que codifica a cadeia  de FSH
humano € a regido de codificacdo da sequéncia de dcido nucléico representada
na SEQ ID No. 5 (na SEQ ID No. 5 a regido de codificagdo comeca no
nucleotideo 56 e estende-se até o nucleotideo 442), e a sequéncia de 4cido
nucléico modificada que codifica a cadeia a de FSH humano € a regido de
codificacdo da sequéncia de acido nucléico dada na SEQ ID No. 6 (na SEQ
ID No. 6 a regido de codificagdo comega no nucleotideo 19 e estende-se até o
nucleotideo 366). Uma linhagem de célula CHO contendo uma molécula de
acido nucléico recombinante compreendendo uma primeira sequéncia de
acido nucléico modificada que codifica a cadeia B de FSH humano e uma
segunda sequéncia de acido nucléico modificada que codifica a cadeia o de
FSH humano foi depositada em 28 de marco de 2007 na DSMZ em
Braunschweig sob o numero de deposito DSM ACC2833.
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Em uma forma de realizacdo preferida, a formulagdo liquida
de FSH de acordo com a presente invencdo contém um FSH do tipo selvagem
humano recombinante que € obtido por expressao de gene recombinante das
sequéncias de 4cido nucléico de FSH que sao modificadas com respeito ao
uso de cédon em células CHO com respeito tanto a cadeia B de FSH humano
quanto a cadeia o de FSH. Em uma outra forma de realizacdo preferida, o
FSH recombinante € obtido por expressdo das sequéncias de acido nucléico
de FSH divulgadas na WO 2009/000913.

A expressao “‘variante de FSH” € significada a abranger
aquelas moléculas que diferem em sequéncia de aminodcido, padrio de
glicosilagcdo ou em ligacao inter-subunidade de FSH humano mas exibindo
atividade de FSH. Exemplos incluem CTP-FSH, um FSH recombinante
modificado de agdo longa, consistindo na subunidade o do tipo selvagem e
uma subunidade B hibrida em que o peptideo de terminal carb6xi de hCG foi
fundido ao terminal C da subunidade  de FSH, como descrito em LaPolt et
al. (1992) Endocrinology, 131, 2514-2520; ou Klein et al. (2003) Human
Reprod., 18, 50-56. Também incluido € um CTP-FSH de cadeia unica, uma
molécula de cadeia tnica descrita por Klein et al. (2002) Fertility & Sterility,
77, 1248-1255. Outros exemplos de variantes de FSH incluem moléculas de
FSH tendo sitios de glicosilacdo adicionais incorporados na subunidade o
e/ou B, como divulgado em WO 01/58493, e moléculas de FSH com ligagdes
S-S inter-subunidade, como divulgado na WO 98/58957. Outros exemplos de
variantes de FSH sao divulgados na WO 2004/087213, que sdo caracterizadas
por supressdes de terminal carboxi da subunidade . Outros exemplos de
variantes de FSH incluem moléculas de FSH tendo um grau alterado de
glicosilacdo comparado ao FSH do tipo selvagem devido a mudancgas na
sequéncia de aminoicido da proteina pela qual sitio(s) de glicosilagao
adicional(is) sdo introduzidos ou sitio(s) de glicosilacdo de ocorréncia natural

sdo suprimidos.
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Além disso, o FSH ou variante de FSH de acordo com a
invencdo podem ser uma molécula de FSH que foi modificada por por¢des
quimicas. Tais conjugados de FSH por exemplo podem compreender
polialquilenoglicol (tal como PEG), hidroxialquil amido (tal como HES) ou
outras por¢oes poliméricas.

Heterodimeros de FSH ou heterodimeros de variante de FSH
podem ser produzidos por qualquer método adequado, tal como
recombinantemente, por isolamento ou purificacdo de fontes naturais ou por
sintese quimica, ou qualquer combinagao destes.

O uso do termo “recombinante” refere-se a preparacoes de
FSH ou variantes de FSH que sdo produzidas através do uso de tecnologia de
DNA recombinante (ver por exemplo WO 85/01958). As sequéncias para
clones gendmicos e de cDNA de FSH sao conhecidas para as subunidades o e
B de vérias espécies. Varios métodos de produzir FSH recombinante ou
variantes de FSH usando tecnologia recombinante sdo descritos na técnica
anterior, ver por exemplo pedido de patente europeu EP 0 711 894 e pedido
de patente europeu EP 0 487 512.

Preferivelmente, o FSH purificado de acordo com a inveng¢ao
tem uma subunidade alfa de acordo com a SEQ ID No. 1 e uma subunidade
beta de acordo com a SEQ ID No. 2.

Em um outro aspecto, a inveng¢ao refere-se a uma proteina de
FSH ou variante de FSH purificada obtida pelo método de purificagdo de
acordo com a inveng¢ao.

A invencdo refere-se ainda a uma composi¢ao farmacéutica
compreendendo o FSH ou variante de FSH purificada usando o método da
invencdo assim como um excipiente farmaceuticamente aceitdvel. Em uma
forma de realizacdo preferida, a composi¢do farmac€utica contém um
conservante e pode ser usada para administracio de dose multipla.

Composicdes farmacéuticas preferidas sdo descritas em PCT/EP2009/051451.
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Além disso, a inven¢do também refere-se ao uso do FSH ou
variante de FSH purificada usando o método da inveng¢do, ou ao uso de uma
composi¢ao farmacéutica compreendendo o dito FSH ou variante de FSH em
combinagcdo com excipientes farmaceuticamente aceitdveis para o tratamento
de disturbios de fertilidade.

O FSH humano recombinante €é purificado a partir do
sobrenadante de cultura de célula hospedeira pelo método da invencgdao. O
FSH humano recombinante ou variante de FSH s3o preferivelmente
produzidos como descrito no pedido de patente internacional WO
2009/000913.

O mais preferivelmente, o FSH ¢ FSH humano que foi
produzido recombinantemente, particularmente preferivelmente produzido em
células de Ovéario de Hamster Chinés transfectadas com um vetor ou vetores
compreendendo DNA que codifica a subunidade a de glicoproteina humana e
a subunidade B de FSH, codificada pela SEQ ID No. 3 e 4 (= sequéncias de
acido nucléico do tipo selvagem) ou pela SEQ ID No. 5 e 6 (= sequéncias de
acido nucléico otimizadas de cddon). O DNA que codifica as subunidades o e
B pode estar presente nos mesmos vetores ou vetores diferentes.

FSH recombinante tem varias vantagens sobre sua contraparte
urinaria. Técnicas de cultura e isolamento usando células recombinantes
permitem consisténcia entre os lotes. Ao contrario, FSH urinério varia muito
de lote a lote em tais caracteristicas como pureza, padrao de glicosilagdo,
sialilacdo e oxidacdo das subunidades. Devido a consisténcia e pureza lote-a-
lote maior de FSH recombinante, o hormo6nio pode ser facilmente identificado
e quantificado usando técnicas tais como focalizacdo isoelétrica (IEF). A
facilidade com que FSH recombinante pode ser identificado e quantificado
permite o enchimento de frascos em massa de hormonio (enchimento em
massa) ao invés de enchimento por bioensaio.

O termo “atividade de FSH” refere-se a capacidade de uma
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formulacdo de FSH para evocar respostas bioldgicas associadas com FSH,
tais como ganho de peso ovariano no ensaio de Steelman-Pohley (Steelman et
al. (1953) Endocrinology 53, 604-616), ou crescimento folicular em um
paciente feminino. O crescimento folicular em um paciente feminino pode ser
avaliado por ultrassom, por exemplo, em termos do numero de foliculos tendo
um diametro médio de cerca de 16 mm no dia 8 de estimulacdo. A atividade
bioldgica € avaliada com respeito a um padrdo aceito para FSH.

A bioatividade in vivo especifica do FSH recombinante esta
usualmente na faixa de cerca de 8.000 IU FSH/mg de proteina a cerca de
16.000 IU FSH/mg de proteina. Por exemplo, o FSH humano recombinante
no produto comercialmente disponivel Puregon (da Organon) tem uma
bioatividade especifica de cerca de 10.000 IE/mg de proteina, e para Gonal-f
da Serono a bioatividade do FSH humano recombinante € cerca de 13.600
IE/mg de proteina.

A atividade de FSH pode ser determinada por métodos
conhecidos relativos a FSH e outras gonadotrofinas. Tais métodos incluem
por exemplo, ensaio de imunoatividade enzimatica (EIA) ou ensaios de gene
reporter. A bioatividade € usualmente determinada pelo bioensaio descrito na
European Pharmacopoeia, 5* Edicdo para FSH derivado da urina, a
bioatividade sendo estimada comparando-se o efeito de FSH em aumentar os
ovarios de ratos imaturos tratados com gonadotrofina coridnica com 0 mesmo
efeito de uma Preparacdo Padrao.

A atividade biolégica do FSH ou variante de FSH pode ser
avaliada comparando-se, sob condicdoes dadas, seu efeito em aumentar os
ovarios de ratos imaturos tratados com gonadotrofina coridnica com 0 mesmo
efeito usando uma preparacdo de Padrao Internacional ou de uma preparagao
de referéncia calibrada em Unidades Internacionais (European
Pharmacopoeia, 5* Edi¢do).

A medi¢do da atividade de FSH in vitro é por exemplo,
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descrita por Albanese et al. (1994) Mol. Cell Endocrinol. 101:211-219.

A pureza do FSH ou variante de FSH obtidos pelo método
da invenc¢do é pelo menos 95 %, preferivelmente pelo menos 97 %, mais
preferivelmente pelo menos 99 % e o mais preferivelmente mais do que
99 %. O grau de pureza pode ser determinado por meio de andlise de
HPLC. Materiais e protocolos adequados para conduzir tal anadlise podem
ser obtidos de fornecedores comerciais tais como Vydac ou TOSOH
Bioscience.

Os exemplos seguintes sdo fornecidos meramente para ilustrar
ainda mais o método de purificagdo da invenc¢do. O escopo da inven¢do nao
deve ser interpretado como meramente consistindo nos exemplos seguintes.
EXEMPLOS
Exemplo 1
Preparacdo de um FSH humano recombinante por tecnologias recombinantes

FSH humano recombinante é produzido em células CHO
hospedeiras transfectadas por métodos padrao. Estes métodos incluem a
geracdo de um clone de célula CHO que produz FSH humano
recombinante a partir de uma ou mais moléculas de acido nucléico
recombinantes que codificam a cadeia a e a cadeia B de FSH humano, e
cultivo das células hospedeiras sob condi¢des adequadas. O FSH humano
recombinante depois € purificado a partir da cultura celular de acordo com
a invenc¢ao.

Em uma forma de realizacdo preferida, o FSH humano
recombinante € produzido como descrito no pedido de patente internacional
WO 2009/000913.

Exemplo 2
Purificagdo de FSH a partir da cultura celular

O esquema de purificagdo é como segue:
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Etapa de cromatografia por troca anidonica

l
Etapa de HIC

l

Etapa de afinidade com corante

l

Inativagao viral

l
10 kDa UF/DF

l

Adsorvedor de membrana catidnico

l

Etapa de cromatografia por troca anidonica

l
10 kDa UF

l

Etapa de cromatografia por exclusao por tamanho
!
Nanofiltracao
A duracdo da fermentacdo foi de 28 dias, e o volume de
fermentacao foi 30 L. A colheita foi 0,22 um filtrado e diluido com dgua RO
por fator 3,5.
Etapa de cromatografia por troca anionica (AEC):

5 A colheita do sobrenadante da cultura celular diluida foi
aplicada a cromatografia por troca anidnica usando a resina de trocador
anionico forte de amonio quaternédrio conhecida na técnica como UNOsphere
Q. Esta matriz esta disponivel da BioRad.

Trés volumes de coluna (CV) de 50 mM de Tris-HCI, pH 7,6

10  foram usados para o equilibrio. A coluna foi carregada com a colheita (diluida
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1:3,5 com agua RO; o titulo de colheita foi de aprox. 1,8 ug de FSH/mL) e
pos-lavado com 50 mM de Tris-HCI, pH 7,6 (5 CV). Depois a coluna foi
lavada com 50 mM de Tris-HCI, 15 mM de NaCl, pH 7,6 (5 CV), e a proteina
foi eluida usando 50 mM de Tris-HCI, 200 mM de NaCl, pH 7,6 (8 CV). O
rendimento da etapa foi 90 % e mais alto.

Etapa de HIC:

A HIC foi realizada usando uma resina consistindo em pérolas
de agarose reticuladas derivadas com fenila. Phenyl Sepharose 6 FF
(disponivel da GE Healthcare) € um derivado altamente reticulado com base
em agarose. Fla € fisica e quimicamente estdvel permitindo taxas de fluxo
elevadas e vidas de resina aumentadas. Os detalhes técnicos desta resina sdao
dados acima.

Oito eluados de AEC foram misturados e diluidos com 50 mM
de Tris-HCI, 4,5 NaCl, pH 7,6 por fator 3. A coluna de HIC foi equilibrada
com 50 mM de Tris-HCI, 3 M de NaCl, pH 7,6 (4 CV) e carregada com o
eluado de AEC diluido a 1:3. Depois a coluna foi pés-lavada usando 50 mM
de Tris-HCI, 3 M de NaCl, pH 7,6 (3 CV) e lavada usando 50 mM de Tris-
HCI, 1,8 M de NaCl, pH 7,6 (5 CV). O tampao de lavagem com 1,8 M de
NaCl foi descoberto ter um bom potencial de liberagdo sem perda de FSH
detectdvel. A proteina depois foi eluida com 50 mM de Tris-HCI, 0,8 M de
NaCl, pH 7,6 (6 CV).

O rendimento de FSH da etapa de HIC foi > 95 % sem
nenhuma perda significante durante a carga e um bom potencial de liberacao
de proteina total de aprox. fator 10. Estes dados mostram que a etapa de HIC
desenvolvida € uma etapa de purificacdo muito eficiente com rendimento e
qualidade do produto razodveis.

Etapa de cromatografia por afinidade com corante:
Blue Sepharose FF, disponivel da GE Healthcare, foi usada

para a etapa de cromatografia por afinidade com corante. O eluado de HIC foi



10

15

20

25

31

diluido com 50 mM de Tris-HCI, pH 7,6 por fator 4. A coluna foi equilibrada
usando 50 mM de Tris-HCI, pH 7,6 (3 CV) e carregada com o eluado de HIC
diluido a 1:4. A coluna foi pés-lavada com 50 mM de Tris-HCI, pH 7,6 (3
CV), e a proteina de FSH foi eluida com 50 mM de Tris-HCI, 4 M de NaCl,
pH 7,6 (6 CV).

A seguir da cromatografia por afinidade uma etapa de
inativagdo viral foi realizada por incubacdo do eluado em 15 % de 2-propanol
durante 2 horas. Para este propdsito o eluado da cromatografia por afinidade
com corante foi diluido por fator 2 com 50 mM de Tris-HCI, 30 % de 2-
propanol, pH 7,6, resultando em 50 mM de Tris-HCI, 15 % de 2-propanol, 2
M de NaCl, pH 7,6. Depois da incubagcdo durante 2 horas o eluado da
cromatografia por afinidade com corante inativado por virus foi diluido com
20 mM de Tris-HCI, pH 7,0 por fator 2.

10 kDa UF/DF:

Ultra- e diafiltracdo foram geralmente realizadas de acordo
com protocolos padrido. Dispositivos de UF/DF uteis sdo os cassetes de
ultrafiltracdo/diafiltracdo Sartocon (polietersulfona (PESU), 10 kD) da
Sartorius (4rea de filtro: 14.000 cm?, fator OF: 13 a 20, fator DF: 8 a 10,
carga: 0,1 a 0,5 mg de FSH/cm?). A diafiltracdo com dispositivos de UF/DF
foi geralmente realizada com fatores de ultrafiltracdo (concentra¢do) de 13 a
20 e fatores de diafiltracdo de 8 a 10.

O eluado da cromatografia por afinidade com corante
inativado por virus foi diafiltrado em tampao de Tris-HCl (20 mM de Tris-
HCI, pH 7,0) e carregado diretamente sobre o adsorvedor de membrana
catidnico.

Etapa de adsorvedor de membrana catiOnico:

A cromatografia por troca catidnica do método da invengao

foi realizada usando uma membrana fabricada de celulose regenerada e

tendo uma matriz cromatografica de dcido sulfonico formada na cadeia
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principal de celulose. Um tal adsorvedor de membrana esta disponivel da
Sartorius sob o nome comercial adsorvedor de membrana Sartobind S.
Um adsorvedor de membrana Sartobind S € uma cédpsula com varias
camadas de membrana, sobre a qual o ligando € imobilizado.
Adsorvedores de membrana t€ém a vantagem de tempos de processo curtos
e volumes de tampdo baixos. Os custos e tempo de validacdo sao
despreziveis devido a idéia unica de uso.

O adsorvedor de membrana foi equilibrado com 20 mM de
Tris-HCI, pH 7,0 (200 mL) e o retentado de 10 kDa UF/DF (aprox. 100 mL)
foi carregado. O adsorvedor foi pds-lavado com 20 mM de Tris-HCI, pH 7,0
(200 mL).

O processamento sobre o adsorvedor de membrana estd em
modo de fluxo continuo que reduz tempos do processo. Além disso, nenhum
condicionamento de carga € necessdrio com respeito a etapa de processo
seguinte (cromatografia por troca anidonica). O rendimento do produto no
fluxo continuo foi muito bom. Nao houve virtualmente nenhuma perda de
produto enquanto processando em um moddulo de Sartobind S nos valores de
pH 6,0, 6,5 e 7,0 em diferentes sistemas tampao.

A etapa de adsorvedor de membrana catidbnico € muito
vantajosa para liberacio de HCP (proteina de célula hospedeira). o
rendimento, a 90 a 95 %, € muito favoravel porque o FSH a ser purificado nao
liga-se ao adsorvedor no pH 7,0 em 20 mM de sistema tampao de Tris-HCI.
Etapa de cromatografia por troca anidnica:

Uma cromatografia por troca anidnica secundaria foi realizada
usando a resina de trocador anidnico forte de amodnio quaternario 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 CV). A mistura de fluxo continuo de adsorvedor de membrana foi
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carregada na coluna (3 CV), e a coluna foi primeiro lavada com 20 mM de
Tris-HCI, pH 7,0 (2 CV), depois com 20 mM de Tris-HCI, pH 8,5 (3 CV) e
finalmente lavada com 20 mM de Tris-HCI, 60 mM de NaCl, pH 8,5 (5 CV).
Depois o FSH foi eluido com 20 mM de Tris-HCI, 130 mM de NaCl, pH 8,5
(6 CV).

O eluado de Q Sepharose HP tem uma pureza muito alta
comparavel ao produto comercial GONAL-®.
10 kDa UF:

A ultrafiltracdio de 10 kDa foi realizada de acordo com
protocolos padrao usando o cassete de ultrafiltracao Sartocon (PESU, 10 kD)
da Sartorius (drea de filtro: 3.000 cm?, fator UF: 10 a 30, carga: 0,2 a 1,0 mg
de FSH/cm?). A ultrafiltracdo foi geralmente realizada com fatores de
ultrafiltracdo (concentrac¢ao) de 10 a 30.

Etapa de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC):

A cromatografia por exclusdo de tamanho foi realizada usando
Superdex 75 pg, disponivel da GE Healthcare. A coluna foi equilibrada
usando 50 mM de Na-PO4, pH 7,0 (2 CV). O retentado de 10 kDa UF foi
carregado na coluna (0,025 CV), e a coluna foi pds-lavada com 50 mM de
Na-PO4, pH 7,0 (2 CV).

O eluado de SEC tem uma pureza alta na mesma faixa como o
produto comercial GONAL-®,

Nanofiltragdo:

Finalmente o eluado de SEC foi nanofiltrado usando filtros
Planova 15N, vendidos por Asahi Kasei Medical Co., Ltd., o tamanho de poro
médio sendo 15 nm. O maximo de carga alvo foi 2,5 mL/cm?. A filtracdo foi
realizada de acordo com o protocolo do fornecedor.

A pureza do FSH purificado foi medida por SE-HPLC e SDS-
PAGE. A pureza e impurezas especificadas do FSH obtido foram como

segue:
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SE-HPLC (Dimeros e substancias relacionadas

de massa molecular mais alta <1%

pureza red. (coloidal) de SDS-PAGE red. > 97 %

HCP (genérico) < 10 ppm

DNA < 0,006 pg/TU FSH

A bioatividade do FSH humano recombinante foi determinada
como pelo menos cerca de 10.000 IU/mg. Preferivelmente a bioatividade do
FSH humano recombinante ou variante de FSH estd na faixa de cerca de
10.000 IU/mg a cerca de 17.000 IU/mg, mais preferivelmente a bioatividade €
pelo menos cerca de 12.000 IU/mg, e o mais preferivelmente a bioatividade é
pelo menos cerca de 15.000 IU/mg.

Listagem de sequéncia:

SEQ ID No. 1: sequéncia de aminodcido da cadeia a de FSH
humano

SEQ ID No. 2: sequéncia de aminodcido da cadeia B de FSH
humano

SEQ ID No. 3: sequéncia de acido nucléico do tipo selvagem
que codifica a cadeia o de FSH humano

SEQ ID No. 4: sequéncia de acido nucléico do tipo selvagem
que codifica a cadeia  de FSH humano

SEQ ID No. 5: sequéncia de &cido nucléico otimizada de
coédon que codifica a cadeia  de FSH humano

SEQ ID No. 6: sequéncia de acido nucléico otimizada de

codon que codifica a cadeia a de FSH humano
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REIVINDICACOES

1. Método para purificar um hormoénio foliculo-estimulante

(FSH) recombinante ou uma variante de hormonio foliculo-estimulante (FSH)

recombinante, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de
submeter um liquido contendo o dito FSH ou variante de FSH a:

- uma cromatografia por troca anidnica,

- uma cromatografia por interacao hidrofobica, e

- uma cromatografia por afinidade com corante,

que sao realizadas em qualquer ordem,

em que compreende uma cromatografia por troca anidnica
fraca nem uma cromatografia por fase inversa.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que as etapas sdo realizadas na ordem seguinte:
a) uma cromatografia por troca anionica
b) uma cromatografia por interacao hidrofobica, e
¢) uma cromatografia por afinidade com corante.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que a cromatografia por troca anidnica € realizada usando uma
resina de troca anionica forte tendo grupos funcionais -N*(CHj3)s, ou uma
resina tendo caracteristicas similares.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a cromatografia por interagcdo

hidrofébica € realizada usando uma resina consistindo em pérolas de agarose
reticuladas derivadas com grupos fenila ou butila, ou uma resina tendo
caracteristicas similares.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a cromatografia por afinidade com

corante € realizada com Cibacron Blue 3G como o ligando, covalentemente

ligado a qualquer matriz.
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6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a cromatografia € realizada

usando um tampao de Tris-HCl/cloreto de s6dio como eluente em um pH na
faixa entre 7,0 € 9,0.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente uma

cromatografia por troca catidnica.

8. Método de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo

fato de que a cromatografia por troca catidonica de membrana € realizada com
um trocador cationico acido forte acido sulfénico fixado em uma membrana,
ou um trocador tendo caracteristicas similares.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 7 ou 8, caracterizado

pelo fato de que as etapas sdo realizadas na ordem seguinte:
a) uma cromatografia por troca anidnica,
b) uma cromatografia por interacao hidrofobica,
¢) uma cromatografia por afinidade com corante, e
d) uma cromatografia por troca catidnica.
10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 6, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente uma

cromatografia por troca anidnica adicional.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado
pelo fato de que a cromatografia por troca anidnica € realizada usando uma
resina de troca anionica forte tendo grupos funcionais -N*(CHj3)s, ou uma
resina tendo caracteristicas similares.

12. Método de acordo com a reivindicacdio 10 ou 11,

caracterizado pelo fato de que a cromatografia por troca anionica € realizada

usando um tampao de Tris-HCl/cloreto de s6dio como eluente em um pH na
faixa entre 7,0 € 9,0.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
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10 a 12, caracterizado pelo fato de que as etapas sdo realizadas na ordem

seguinte:

a) uma cromatografia por troca anidnica primadria,

b) uma cromatografia por interacao hidrofobica,

¢) uma cromatografia por afinidade com corante,

d) uma cromatografia por troca catidnica opcional, e
€) uma cromatografia por troca anidnica secundaria.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 6, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente uma

cromatografia por exclusao de tamanho.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado

pelo fato de que a cromatografia por exclusao de tamanho € realizada usando

uma matriz de composito esférico de agarose reticulada e dextrano.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 14 ou 15,

caracterizado pelo fato de que as etapas sdo realizadas na ordem seguinte:

a) uma cromatografia por troca anidnica primadria,

b) uma cromatografia por interacao hidrofobica,

¢) uma cromatografia por afinidade com corante,

d) uma cromatografia por troca catidnica opcional,

€) uma cromatografia por troca anidnica secundaria opcional, e
f) uma cromatografia por exclusao de tamanho.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas seguintes na

ordem seguinte:

a) uma cromatografia por troca anidnica primadria,
b) uma cromatografia por interacao hidrofobica,
¢) uma cromatografia por afinidade com corante,
d) uma troca cationica de membrana,

€) uma cromatografia por troca anidnica secundaria, e
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f) uma cromatografia por exclusao de tamanho.

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente uma
ou mais etapas de ultrafiltracdo e/ou nanofiltracao.

19. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que nenhuma cromatografia por
afinidade com ion de metal € realizada.

20. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que nenhuma cromatografia por
imunoafinidade € realizada.

21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, caracterizado pelo fato de que o FSH tem uma subunidade o de
acordo com a SEQ ID No. 1 e uma subunidade 3 de acordo com a SEQ ID
No. 2.

22. Hormoénio foliculo-estimulante (FSH) ou variante de

hormonio foliculo-estimulante (FSH), caracterizado pelo fato de que sdo

obtidos pelo método como definido em qualquer uma das reivindicagOes
precedentes.

23. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende o FSH ou variante de FSH como definido na reivindicacdo 22
assim como um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

24. Uso do Hormodnio foliculo-estimulante (FSH) ou da
variante de hormonio foliculo-estimulante (FSH), ou de uma composi¢do

farmacéutica como definida na reivindica¢do 23, caracterizado pelo fato de

ser para o tratamento de disturbios de fertilidade.
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RESUMO
“METODO PARA PURIFICAR UM HORMONIO FOLICULO-
ESTIMULANTE RECOMBINANTE OU UMA VARIANTE DE

HORMONIO FOLICULO-ESTIMULANTE RECOMBINANTE,
HORMONIO FOLICULO-ESTIMULANTE OU VARIANTE DE
HORMONIO FOLICULO-ESTIMULANTE, COMPOSICAO

FARMACEUTICA, E, USO DO HORMONIO FOLICULO-
ESTIMULANTE OU DA VARIANTE DE HORMONIO FOLICULO-
ESTIMULANTE, OU DE UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA”

A presente invenc¢do refere-se a um método para purificar um
hormoénio foliculo-estimulante (FSH) recombinante ou variante de FSH
recombinante. O método compreende as etapas de submeter um liquido
contendo um FSH recombinante ou variante de FSH recombinante a uma
cromatografia por troca anidnica, a uma cromatografia por interacdao
hidrofébica, e a uma cromatografia por afinidade com corante, em que estas
cromatografias podem ser realizadas em qualquer ordem, € em que o método
nem compreende uma cromatografia por troca anidnica fraca nem uma
cromatografia por fase inversa. O método de purificacdo resulta em um
rendimento alto de FSH recombinante tendo um grau desejado de pureza. O
FSH obtido € especialmente util para a profilaxia e tratamento de disturbios e
indicacoes médicas onde preparacoes de FSH sdo consideradas como

medicamentos uteis.



Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolucdo INPI 228 de 11/11/2009:

Cdédigo de Controle

Campo 1

5D6F286909B36CC4

Campo 2

A57855B2DB79D3BF
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