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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "METO-
DOS PARA PURIFICAR FSH HUMANO RECOMBINANTE OU UMA
VARIANTE DE FSH".

Campo da Invencéao

[001] A presente invengao se refere ao campo de purificagdo de
proteinas, particularmente a purificagdo de hormdnio estimulante de
foliculos (FSH).

Antecedentes da Invencéao

[002] O hormdnio estimulante de foliculos (FSH) é uma proteina
injetavel caindo na classe de gonadotrofinas. FSH é usado no trata-
mento de infertilidade e distarbios de reprodugédo em pacientes tanto
do sexo feminino como masculino.

[003] Na natureza, FSH é produzido pela glandula pituitaria. Para
uso farmacéutico, FSH pode ser produzido de modo recombinante
(rFSH), ou pode ser isolado da urina de mulheres na pos-menopausa
(uFSH).

[004] FSH é usado em pacientes do sexo feminino em indugao
de ovulagao (Ol) e em hiperestimulagédo ovariana controlada (COH)
para tecnologias reprodutivas assistidas (ART). Em um regime de tra-
tamento tipico para indugao de ovulagao, um paciente é administrado
diariamente com inje¢gdes de FSH ou uma variante (cerca de 75 a 300
Ul FSH/dia), durante um periodo de cerca de 6 a cerca de 12 dias. Em
um regime de tratamento tipico para hiperestimulagao ovariana contro-
lada, um paciente é administrado diariamente com injegbes de FSH ou
uma variante (cerca de 150-600 Ul FSH/dia) durante um periodo de
cerca de 6 a cerca de 12 dias.

[005] FSH é também usado para induzir espermatogenese em
homens sofrendo de oligospermia. Um regime usando 150 Ul FSH 3
vezes semanalmente em combinagdo com 2.500 Ul hCG duas vezes

por semana obteve sucesso para alcangar uma melhora na contagem
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de esperma em homens sofrendo de hipogonadismo hipogonadotréfi-
co ([Burgues et al.; Subcutaneous self-administration of highly purified
follicle stimulating hormone and human chorionic gonadotrophin for the
treatment of male hypogonadotrophic hypogonadism. Spanish Collabo-
rative Group on Male Hypogonadotrophic Hypogonadism; Hum. Re-
prod.; 1997, 12, 980-6].

[006] Devido a importancia de FSH no tratamento de disturbios
de fertilidade, a provisdo de FSH de alta pureza e elevada atividade
especifica é desejavel. O tratamento com FSH requer injegao repetida.
As preparagdoes de FSH altamente purificadas podem ser administra-
das subcutaneamente, permitindo a autoadministracao pelo paciente,
assim aumentando muito a conveniéncia e adesao do paciente.

[007] Lynch et al. [The extraction and purification of human pitui-
tary follicle-stimulating hormone and luteinising hormone; Acta Endo-
crinologica, 1988, 288, 12-19] descreve um método de purificagdo de
FSH pituitario humano. O método envolve cromatografia de troca
anidnica e catidnica, e cromatografia de exclusao de tamanho. Afirma-
se que o método resulta em FSH pituitario tendo uma atividade especi-
fica de 4.990 Ul (imunoteste)/mg, com 16 Ul/mg de LH. O teor de pro-
teina foi determinado ou por peso seco ou em solugéo por absorgao a
280 nm (considerando que A28, para 1 g/l é igual a 1).

[008] WO 98/20039 (IBSA Institut Biochimique SA) descreve um
processo para a purificagdo de FSH urinario humano partindo com ex-
tratos urinarios chamados gonadotrofinas de menopausa humana
(hMG). O processo usa cromatografia de troca ibnica em resinas de
troca aniénica fracamente basicas de tipo DEAE seguido por cromato-
grafia por afinidade em resina tendo um derivado antraquinona como
um ligante. O processo da, como se afirma, FSH urinario isento de LH
e tendo uma atividade especifica de 6.870 Ul (imunoteste)/mg. O teor

de proteina foi determinado ao se considerar que uma solugdo em
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agua de 1 mg/mL de proteina tem uma densidade 6ptica de 0,62 a 277
nm, em cubetas de quartzo com um comprimento de trajeto de 1 cm.
[009] WO 00/63248 (Instituto Massone SA) descreve um proces-
so para a purificagdo de gonadotrofinas, incluindo FSH, de urina hu-
mana. O processo envolve as seguintes etapas: cromatografia de tro-
ca idbnica com uma resina catiénica forte do tipo sulfopropila, cromato-
grafia de troca idnica com uma resina anibnica forte, e cromatografia
de interagao hidrofébica (HIC). Uma preparagdo de FSH tendo uma
atividade especifica de 8.400 Ul/mg (método de Steelman-Pohley :
Assay of the follicle stimulating hormone based on the augmentation
com human chorionic gonadotrophin; Endocrinology; 1953, 53, 604-
616) e menos do que 1 Ul LH (rat seminal vesicle weight gain method:
Van Hell H, Matthijsen R & GA Overbeek; Acta Endocrinol, 1964, 47,
409) de atividade biolégica por 75 Ul FSH sao obtidos, como registra-
do. O teor de proteina foi realizado pelo método de Lowry [O.H. Lowry
et al., J. Biol. Chem., 1951, 193, 265].

[0010] US 5.990.288 (Musick et al.) descreve um método para pu-
rificar FSH de amostras bioldgicas, como glandulas pituitarias huma-
nas em urina pés-menopausa humana. O processo usa cromatografia
de afinidade de corante. Diz-se que o processo resulta em FSH pituita-
rio humano tendo uma atividade especifica de 7.066 Ul (imunotes-
te)/mg e menos do que 1 Ul (imunoteste )/mg of LH, e um FSH urinario
tendo uma atividade especifica de 6.298 Ul (imunoteste )/mg e menos
do que 3 Ul (imunoteste )/mg of LH. O teor de proteina foi determinado
por absorgéo a 280 nm (considerando que A%, para 1 g/l é igual a
1).

[0011] Chiba et al. [Isolation and partial characterisation of LH,
FSH and TSH from canine pituitary gland; Endocrinol. J., 1997, 44,
205-218] descreve uma técnica para purificar gonadotrofinas pituitarias

caninas, incluindo FSH, usando cromatografia de afinidade de conca-
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navalina (Con) A, cromatografia de interagao hidrofébica (HIC) e cro-
matografia de ion metal imobilizado com Cu**. O FSH resultante é re-
gistrado como tendo uma atividade especifica de 2,17 Ul/g proteina
usando um teste radiorreceptor para FSH para medir a atividade biolé-
gica e o kit de teste de proteina BioRad (BioRad Laboratories CA USA)
para determinar o teor de proteina.

[0012] WO 88/10270 (Instituto di Ricerca Cesare Serono SPA)
descreve um método para purificar FSH humano de urina. O processo
envolve a imunocromatografia com anticorpos monoclonais imobiliza-
dos especificos para FSH ligados a Sepharose 4B por divinil sulfona,
seguido por HPLC em fase reversa. O FSH resultante é isento de LH e
outras proteinas urinarias e tem uma atividade especifica de 6.200
Ul/mg de pé liofilizado (método de Steelman-Pohley). A preparagao foi
a primeira preparagao de FSH a ser apropriada para administragao
subcutanea devido a sua grande pureza.

[0013] Existe uma necessidade crescente para novos métodos pa-
ra purificar FSH.

Sumario da Invencao

[0014] E um objeto da invengéo prover um novo método para puri-
ficar FSH recombinante ou uma variante de FSH.
[0015] Em um primeiro aspecto, a invengao prové um método para
purificar FSH humano recombinante ou uma variante de FSH, com-
preendendo as etapas:

(1) cromatografia de troca ibnica;

(2) cromatografia de ion metal imobilizado;

(3) cromatografia de interagao hidrofébica (HIC).
que podem ser realizadas em qualquer ordem.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0016] Figura 1 mostra um fluxograma mostrando a purificagao de
rhFSH.
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[0017] Figura 2 mostra o perfil de eluigdo para cromatografia de
rhFSH bruto em Sepharose FF como detectado por OD a 280 nm.
[0018] Figura 3 mostra o perfil de eluigao para cromatografia IMAC
de rhFSH parcialmente purificado como detectado por OD a 280 nm.
[0019] Figura 4 mostra o perfil de eluicdo para cromatografia
DEAE Sepharose de rhFSH parcialmente purificado como detectado
por OD a 280 nm.

[0020] Figura 5 mostra o perfil de eluicdo para cromatografia
Phenyl Sepharose de rhFSH parcialmente purificado como detectado
por OD a 280 nm.

[0021] Figura 6 mostra o perfil de eluigdo para a etapa de RPC
usando uma coluna Source 30 RPC.

Abreviaturas

[0022] As seguintes abreviaturas sao usadas na descrigao da in-
vengao:

[0023] FSH: horménio estimulante de foliculos;

[0024] rFSH: FSH recombinante

[0025] hFSH: FSH humano;

[0026] rhFSH: FSH humano recombinante

[0027] BV: Volume do leito

[0028] DEAE: dietilaminoetila

[0029] IMAC: cromatografia de afinidade de ion metal imobilizado
[0030] OD: densidade 6éptica

[0031] HIC: Cromatografia de interagao hidrofébica

[0032] HPLC : cromatografia liquida de elevado desempenho
[0033] IRMA: teste imunorradiométrico

[0034] KD ou kD: kiloDalton

[0035] HCP: proteina de célula hospedeira, proteinas surgindo da
célula hospedeira usada para expressao de FSH

[0036] IPC: em controles do processo
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[0037] RP-HPLC: cromatografia liquida de elevado desempenho —
fase reversa
[0038] Q FF: troca aniénica on Q sepharose FF

Descricao detalhada da invencao

[0039] A invengao prové um método para purificar FSH humano
recombinante ou uma variante de FSH, compreendendo as etapas:

(1) cromatografia de troca ibnica;

(2) cromatografia de ion metal imobilizado;

(3) cromatografia de interagao hidrofébica (HIC).
que podem ser realizadas em qualquer ordem.
[0040] O método de purificagdo de invengao permite a obtengao
de um FSH purificado de uma pureza comparavel a produtos FSH co-
nhecidos, como Gonal-F (Serono) e Metrodin-HP (Serono). O material
de partida para a purificagao € FSH recombinante.

Formas de realizacao preferidas da invencao

[0041] O método de purificagao da invengao envolve uma etapa
cromatografia de troca idnica. Em uma modalidade preferida, a etapa
de cromatografia de troca idnica é realizada com uma resina de troca
anidénica forte, particularmente preferivelmente uma resina de amdnio
quaternario, como Q Sepharose FF (Amersham Biosciences), ou uma

resina tendo caracteristicas similares, como a seguir:

Tipo de trocador idnico: anion forte

Total capacidade (mmol/mL): 0,18-0,25

Limite de exclusao ( proteinas globulares): 4 X 10°

Forma de contas: esféricas, diametro 45-165
Mm

Estrutura da conta: agarose reticulada, 6%

Estabilidade pH operacional : 2-12

Estabilidade pH de limpeza: 1-14

Taxa de fluxo linear a 25°C 1 bar 15 cm
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altura do leito, coluna XK 50/30: 400-700 cm/h

[0042] Na etapa de cromatografia de troca iénica, eluigéo é prefe-
rivelmente realizada usando um tampao tendo um pH suavemente al-
calino (por exemplo em ou cerca de 7.2 a em ou cerca de 9,0, ou em
ou cerca de 8,0 a em ou cerca de 9,0, o mais preferivelmente em ou
cerca de 8,5). Os tampdes apropriados incluem, por exemplo tampao
borato, trietanolamina/acido iminodiacético. O mais preferido é tampao
borato, em um pH em ou cerca de 8,5. A concentragao da espécie de
tampao de eluigao esta preferivelmente dentro da faixa de em ou cerca
de 10 a em ou cerca de 100 mM, mais preferivelmente em ou cerca de
25 a em ou cerca de 75 mM, mais preferivelmente em ou cerca de 50
mM.

[0043] Antes da etapa de cromatografia de troca idnica, pode ser
desejavel realizar uma etapa de ultrafiltragdo, a fim de concentrar o
FSH bruto. A ultrafiltragao (ou diafiltragéo) é preferivelmente realizada
usando uma membrana tendo um corte de em ou cerca de 3 —10 kD, o
mais preferivelmente em ou cerca de 5 kD.

[0044] O método da invengao também envolve uma etapa de cro-
matografia de ion metal imobilizado. Em uma modalidade preferida, a
etapa de cromatografia de ion metal imobilizado é realizada usando
uma resina tendo grupos quelato tridentados, como, por exemplo, aci-
do iminodiacético (IDA), e um fon metal divalente, M?*, como Cu?* ,
Zn?*  Ni?* | Ca?*, Mg?* e Co?*, preferivelmente Cu**. O grupo quelante
de ion metal é fixado a um suporte sélido apropriado, como, por
exemplo, Sepharose. Uma resina particularmente preferida &€ Sepha-
rose FF quelante (Amersham Biosciences), ou outras resinas tendo

similares caracteristicas, como a seguir:

Composigao: 6% agarose altamente reticulado
tamanho particula: 45-165 um
Ligante: grupos de acido iminodiacético em
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espagador
quimica de copulagao : Epoxi
capacidade de ion metal: 30-37 umol Cu?*/mL

estabilidade de pH (operacional): 3-13
estabilidade de pH (prazo curto): 2-14
Pressao/espec. De fluxo: matriz de base 200-400 cm/h, 1 bar
(100 kPa), coluna XK 50/60, altura
do leito 25 cm
[0045] Eluicdo na etapa de cromatografia de ion metal imobilizado
deve ser realizada usando um tampao de imidazol, fosfato ou acetato,
particularmente preferivelmente acetato, como acetato de aménio. O
pH do eluente deve preferivelmente ser de ou cerca de 7,5 a em ou
cerca de 10, mais preferivelmente em ou cerca de 8,0 a em ou cerca
de 9,5, particularmente preferivelmente em ou cerca de 9. A concen-
tragao das espécies de tampao no eluente devem preferivelmente es-
tar em ou cerca de 0,1 a em ou cerca de 2 M, mais preferivelmente em
ou cerca de 0,5 M a em ou cerca de 1 M, o mais preferivelmente em
ou cerca de 0,75 M.
[0046] O método também envolve uma etapa de cromatografia de
interagdo hidrofébica. Em uma modalidade preferida, a cromatografia
de interagao hidrofébica é realizada com a resina como Phenyl Sepha-
rose FF HS (Amersham Biosciences), ou uma resina tendo caracteris-

ticas similares, como a seguir:

Matriz : 6% agarose esférico altamente
reticulado

Tamanho médio de particula : 90 um

Ligante hidrofébico: PHENYL

densidade de ligante: 40

estabilidade de pH (prazo curto): 2-14

estabilidade de pH (prazo longo e
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faixa de trabalho): 3-13

[0047] Eluicdo em uma etapa de cromatografia de interagéo hidro-
fébica é preferivelmente realizada usando um tampao tendo um pH
suavemente alcalino (por exemplo em ou cerca de 7,2 a em ou cerca
de 9, mais preferivelmente em ou cerca de 7,5 a em ou cerca de 8,5, o
mais preferivelmente em ou cerca de 8,25). Um eluente particularmen-
te preferido é acetato de aménio (50 mM)/sulfato de amédnio (0,25 M),
preferivelmente em um pH em ou cerca de 8,25.

[0048] Apés a etapa de cromatografia de interagao hidrofdbica,
também é possivel realizar uma etapa de cromatografia de fase rever-
sa (RPC). RPC é preferivelmente realizado usando uma resina como
SOURCE 30 RPC (Amersham Biosciences). Eluicao é preferivelmente
realizada usando um tampao como acetato de amdnio, preferivelmente
em pH suavemente alcalino, por exemplo em ou cerca de pH 7-8,5,
mais preferivelmente em ou cerca de 7,5 ou 7,6. A solugao de tampao
preferivelmente contém em ou cerca de 5-25% (volume/volume), pre-
ferivelmente em ou cerca de 10-20%, de um solvente organico misci-
vel em agua, preferivelmente um alcool C1 a C3, 0 mais preferivelmen-
te 2- propanol (iso-propanol).

[0049] As etapas de cromatografia de troca iGnica, cromatografia
de ion metal imobilizado, e cromatografia de interagao hidrofobica
(HIC) podem ser realizadas em qualquer ordem, apesar de ser preferi-
do realizar a etapa de cromatografia de troca idnica primeiro. As eta-
pas restantes de cromatografia de ion metal imobilizado, e cromato-
grafia de interagdo hidrofébica (HIC) podem ser realizadas em qual-
quer ordem, apesar de ser preferido seguir a ordem mostrada abaixo:
[0050] Cromatografia de troca ibnica, (2) Cromatografia de ion me-
tal imobilizado, e (3) cromatografia de interagao hidrofébica (HIC).
[0051] Em uma outra modalidade preferida, entre etapa (2) e etapa

(3) uma outra etapa de cromatografia de troca i6nica é realizada (2a),
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particularmente preferivelmente com uma resina de troca aniénica fra-
ca, como por exemplo uma resina de troca contendo grupos diamino-
etila, particularmente DEAE Sepharose FF. Em uma modalidade parti-
cularmente preferida, as etapas sao realizadas na ordem mostrada
abaixo:
[0052] Cromatografia de troca ibnica, (2) Cromatografia de ion me-
tal imobilizado, (2a) segunda etapa de cromatografia de troca iénica, e
(3) cromatografia de interagao hidrofébica (HIC).
[0053] Em uma modalidade particularmente preferida, o0 método da
invengao compreende as etapas caracterizadas como a seguir:

(1) cromatografia de troca idnica (preferivelmente com uma
resina de troca anidnica forte, como Q Sepharose FF);

(2) cromatografia de ion metal imobilizado (preferivelmente
com Sepharose FF quelante, usando Cu** como ion metal);

(2a) cromatografia de troca iénica (preferivelmente com
uma resina de troca anidnica fraca, como DEAE Sepharose FF)

(3) cromatografia de interagao hidrofébica (HIC) (preferi-
velmente com Phenyl Sepharose FF HS).
[0054] A segunda etapa de cromatografia de troca ibnica (2a) é
preferivelmente realizada usando tampao de acetato de aménio como
eluente, preferivelmente em um pH de em ou cerca de 8,5. Preferivel-
mente o tampao de acetato de aménio esta em ou cerca de 0,05 a em
ou cerca de 0,5 M, mais preferivelmente em ou cerca de 0,11 M.
[0055] Em uma outra modalidade preferida, apds qualquer uma
das etapas de cromatografia (particularmente preferivelmente apés
uma etapa de cromatografia em fase reversa), a amostra de FSH é
submetida a concentragdo por ultrafiltragdo. A ultrafiltragédo (ou diafil-
tragao) é preferivelmente realizada usando uma membrana tendo um
corte de em ou cerca de 3 —10 kD, o mais preferivelmente em ou cerca
de S kD.

Peti¢do 870180140878, de 15/10/2018, pag. 17/49



11/36

[0056] Em uma modalidade particularmente preferida, as seguin-
tes etapas sao realizadas na ordem mostrada abaixo:

[0057] (0) Ultrafiltragado (preferivelmente com uma membrana ten-
do um corte de em ou cerca de 5 kD), (1) Cromatografia de troca i6ni-
ca (preferivelmente com Q Sepharose FF), (2) Cromatografia de ion
metal imobilizado (preferivelmente com Sepharose FF quelante e
Cu™), (2a) segunda etapa de cromatografia de troca idnica (preferi-
velmente DEAE Sepharose FF), (3) cromatografia de interagao hidro-
fébica (HIC) (preferivelmente com Phenyl Sepharose FF HS), (4) cro-
matografia de fase reversa (RPC) (preferivelmente com Source 30
RPC), e (5) ultrafiltragdo (preferivelmente com uma membrana tendo
um corte de 5 kD).

[0058] Pode ser desejavel submeter a amostra de FSH a uma eta-
pa de nanofiltragéo, a fim de assegurar que a preparagao de FSH puri-
ficado é isenta de virus. Nanofiltragao pode ser feita em qualquer es-
tagio do processo de purificagao, no entanto é particularmente preferi-
do realizar nanofiltragao apds a segunda etapa de cromatografia de
troca ibnica, ou apdés cromatografia de fase reversa ou apds cromato-
grafia de interagao hidrofébica. Nanofiltragédo pode ser realizada mais
de uma vez, por exemplo pode ser realizada duas vezes.

[0059] Em uma modalidade particularmente preferida, o0 método da
invengao compreende as seguintes etapas:

[0060] (0) Ultrafiltragéo (preferivelmente com uma membrana ten-
do um corte de em ou cerca de 5 kD), (1) cromatografia de troca i6nica
(preferivelmente com Q Sepharose FF), (2) cromatografia de ion metal
imobilizado (preferivelmente com Sepharose FF quelante e Cu**), (2a)
segunda etapa de cromatografia de troca idnica (preferivelmente
DEAE Sepharose FF), (3) cromatografia de interagao hidrofébica (HIC)
(preferivelmente com Phenyl Sepharose FF HS), (4) cromatografia de

fase reversa (RPC) (preferivelmente com Source 30 RPC), e (5) ultra-
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filtragdo (preferivelmente com uma membrana tendo um corte de 5
kD), (6) nanofiltragao.

Armazenamento/liofilizacao

[0061] A composigao liquida resultante do processo de purificagao
como descrito acima e contendo FSH purificado pode ser congelada
para armazenamento como tal ou apds purificagédo, o eluado pode ser
submetido a liofilizagao ("secagem por congelamento") para remover
solvente. O liquido resultante ou produto liofilizado é chamado "FSH
bruto”.

Formulacoes de FSH

[0062] FSH ou uma variante de FSH da invengao ou purificado de
acordo com o0 método da invengao deve ser formulado para injegéo, ou
intramuscular ou subcutanea, preferivelmente subcutanea.

[0063] A formulagéo de FSH pode ser secada por congelamento,
em cujo caso € dissolvida em agua para injegao logo antes da injegao.
A formulagao de FSH pode ser também uma formulagéao liquida, neste
caso pode ser injetada diretamente, sem dissolugao anterior.

[0064] A formulagao de FSH pode ser de dose unica ou dose mul-
tipla. Se for de dose multipla, ela deve preferivelmente conter um
agente bacteriostatico, como, por exemplo alcool benzilico, meta-
cresol, timol ou fenol, preferivelmente alcool benzilico, ou meta-cresol.
As formulagdes de dose unica podem também compreender um agen-
te bacteriostatico.

[0065] O FSH da invengao pode ser formulado com excipientes
conhecidos e estabilizantes, por exemplo sacarose e manitol. Também
pode compreender um antioxidante, como metionina. Pode ainda
compreender um tensoativo, como TWEEN (preferivelmente TWEEN
20), ou Pluronic (preferivelmente Pluronic F68).

[0066] Em uma formulagdo de multiplas doses particularmente

preferida, FSH produzido pelo método da invengédo é formulado por

Peti¢do 870180140878, de 15/10/2018, pag. 19/49



13/36

dissolugao do mesmo em agua para injegao com sacarose, tampao
fosfato (pH 7), Pluronic F68, metionina e meta-cresol ou alcool benzili-
co.

Indicagces

[0067] O FSH da invengao é apropriado para uso em todos os tra-
tamentos onde FSH é indicado. Ele é particularmente apropriado para
administragao subcutédnea em indugao de ovulagao, hiperestimulagao
ovariana controlada para tecnologias reprodutivas auxiliadas, e no tra-
tamento de oligospermia. Pode ser usado em conjunto com outras ga-
nodotrofinas, como LH e hCG. Também pode ser usado com compos-
tos que aumentam a resposta a FSH, como citrato de colmifenol, inibi-
dores de aromatase, como Anastrozol, Letrozol, Fadrozol e YM-511.
Sequencias

[0068] SEQ ID NO. 1: a-subunidade de glicoproteina humana;
[0069] SEQ ID NO. 2: B-subunidade de hFSH

[0070] SEQ ID NO. 3: hFSH B-variante de subunidade 1

[0071] SEQ ID NO. 4: hFSH B-variante de subunidade 2

[0072] SEQ ID NO. 5: hFSH B-variante de subunidade 3

[0073] Horménio estimulante de foliculos, ou FSH, como usado
aqui se refere a FSH humano (hFSH) produzido como uma proteina
madura de comprimento completo. FSH é um dimero composto de al-
fa-subunidade de glicoproteina humana e a beta-subunidade de FSH
humano. A sequéncia de proteina da alfa-subunidade de glicoproteina
humana é provida em SEQ ID NO: 1, e a sequéncia de proteina da
beta-subunidade de FSH humano é dada em SEQ ID NO: 2.

[0074] O uso do termo "recombinante" se refere as preparagdes
de FSH que sao produzidas através do uso de tecnologia de DNA re-
combinante (ver por exemplo WO 85/01958). Um exemplo de um mé-
todo de expressdo de FSH usando tecnologia recombinante é por

transfecgdo de células eucariéticas com sequéncias de DNA codifi-
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cando uma alfa e beta subunidade de FSH, ou provida em um vetor ou
em dois vetores com cada subunidade tendo um promotor separado,
como descrito nas patentes européias nos. EP 0 211 894 e EP 0 487
512. O DNA codificando FSH pode ser um cDNA ou pode conter in-
trons. Outro exemplo é o uso de tecnologia recombinante para produ-
zir FSH é pelo uso de recombinagao homéloga para inserir um seg-
mento regulatorio heterélogo em conexao operativa para sequéncias
enddgenas codificando uma ou ambas as subunidades de FSH, como
descrito na patente EP 0 505 500 (Applied Research Systems ARS
Holding NV). Também contemplado sdo os métodos como descritos
em WO 99/567263 (Transkaryotic Therapies), em que uma das subuni-
dades é inserida de modo heterélogo na célula e a outra subunidade é
expressada por ativagao de sequéncias gendmicas por insergao de um
segmento regulatério heterélogo por recombinagao homaéloga. O mé-
todo da invengdo pode ser usado para purificar FSH expressado
usando qualquer um destes métodos.

[0075] A expressao "célula recombinante" se refere a uma célula
produzida por insergao de DNA heterdlogo, incluindo qualquer um dos
métodos acima mencionados de manipulagao genética.

[0076] Preferivelmente, o FSH é produzido de modo recombinante
em células de ovario de hamster chinés (CHO) transfectadas com um
vetor ou vetores compreendendo DNA codificando para alfa-
subunidade de glicoproteina humana e a beta-subunidade de FSH. O
DNA codificando as unidades alfa e beta pode estar presente no
mesmo ou diferentes vetores.

[0077] A expressao "variante de FSH" significa englobar as molé-
culas diferindo em sequéncia de aminoacidos, padrao de glicosilagao
ou ligagao intersubunidade de FSH humano mas demonstrando ativi-

dade para FSH. Os exemplos incluem CTP- FSH, um FSH recombi-

nante modificado de longa agao, consistindo de a-subunidade de tipo
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selvagem, e uma B-subunidade hibrida em que o peptideo terminal
carboxi de hCG foi fundido no C-terminal de B-subunidade de FSH,
como descrito em LaPolt et al.; Endocrinology; 1992, 131, 2514-2520;
ou Klein et al.; Development and characterization of a long-acting re-
combinant hFSH agonist; Human Reprod. 2003, 18, 50-56]. Também
esta incluida o CTP-FSH de cadeia unica, uma molécula de cadeia
unica, consistindo das seguintes sequéncias (de N-terminal a C-

terminal):

BFSH BhCG-CTP(113-145) oFSH

em que BFSH significa a B-subunidade de FSH, BhCG CTP (113-145)
significa o peptideo terminal carbéxi de hCG e aFSH significa a
o-subunidade de FSH, como descrito por Klein et al. [Pharmacokinet-
ics and pharmacodynamics of single-chain recombinant human follicle-
stimulating hormone containing the human chorionic gonadotrophin
carboxyterminal peptide in the rhesus monkey; Fertility & Sterility;
2002, 77, 1248-1255]. Outros exemplos de variantes de FSH incluem
as moléculas de FSH tendo sitios de glicosilagao adicionais incorpora-
dos na o- e/lou B-subunidade, como descrito em WO 01/58493
(Maxygen), e moléculas de FSH com ligagées S-S- intersubunidade,
como descrito em WO 98/58957. Outros exemplos de variantes de
FSH incluem moléculas quiméricas compreendendo sequéncias de
FSH e sequéncia de hCG ou LH, como descritas em WO 91/16922 e
WO 92/22568.

[0078] As variantes de FSH referidas aqui também incluem as de-
legOes de terminal carbéxi de beta-subunidade que sao mais curtas do
que a proteina madura de comprimento completo de SEQ ID NOS: 2.
As delegdes de terminal carbdxi de subunidade beta humana sao da-
das em SEQ ID NO: 3, 4 e 5. Entende-se que as variantes de terminal

carboxi da cadeia beta formam dimeros com uma alfa-subunidade co-
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nhecida para formar um heterodimero de variante de FSH.

[0079] Em uma modalidade preferida, o FSH é produzido de modo
recombinante em células CHO.

[0080] Em uma modalidade preferida, o FSH purificado produzido
de acordo com o método da invengao é apropriado para administragao
subcutaneamente, permitindo a autoadministragao pelo paciente.
[0081] A expressao "FSH recombinante bruto" se refere a sobre-
nadante de cultura de células de células recombinantes expressando
FSH, antes de sofrer qualquer etapa cromatografica. A expressao en-
globa a forma bruta de sobrenadante (como isolado de células) assim
como sobrenadante concentrado e/ou filtrado e/ou ultrafiltrado.

[0082] O termo "atividade biolégica" em relagédo a atividade de
FSH, se refere a capacidade de uma formulagdo de FSH elicitar as
respostas biolégicas associadas com FSH, como ganho de peso ova-
riano no teste de Steelman Pohley (Assay of the follicle stimulating
hormone based on the augmentation with human chorionic gonado-
trophin: Endocrinology; 1953, 53, 604-616], ou crescimento folicular
em um paciente fémea. O crescimento folicular em um paciente fémea
pode ser avaliado por ultra-som, por exemplo, em termos do numero
de foliculos tendo um diametro médio de cerca de 16 mm no dia 8 de
estimulagao. A atividade biolégica é avaliada com relagao a um padrao
aceito para FSH.

[0083] O teor de LH em uma preparagao de FSH pode ser medido,
por exemplo, usando um imunoteste especifico para LH, como Delfia
hLH Spec (Wallac Oy, Turku, Finlandia).

[0084] O termo "atividade especifica" em referéncia a FSH, signifi-
ca a atividade biologica em Ul de preparagao em um teste biolégico
reconhecido para FSH, como o bioteste de Steelman Pohley, dividido
pela quantidade de proteina, como determinado por um teste para teor

de proteina total, como o teste de Lowry [O.H. Lowry, N.J. Rose-
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brough, A.L. Farr e R.J. Randall (1951) J. Biol. Chem. 193: 265; Har-
tree E. E. (1972). Anal. Biochem. 48: 422; J.R. Dulley e P.A. Grieve
(1975) Anal. Biochem. 64: 136], o teste de Bradford [Bradford, M. M.
(1976) Anal. Biochem. 72, 248], ou por absorbancia a 280 nm. Preferi-
velmente FSH da invengdo tem uma atividade especifica superior a
em ou cerca de 4000 Ul/mg, mais preferivelmente superior a em ou
cerca de 6000 Ul/mg, ainda mais preferivelmente superior a em ou
cerca de 7000 Ul/mg, ainda mais preferivelmente superior a em ou
cerca de 8000 Ul/mg em que a atividade biologica € medida pelo teste

de Steelman-Pohley e o teor de proteina é medido por OD a 280 nm.

Exemplos

Purificacéo

[0085] O seguinte exemplo prové r-hFSH purificado partindo de r-
hFSH bruto concentrado produzido em biorreatores de 15 e 75 L.
[0086] Um fluxograma do processo de purificagdo descrito em de-
talhes nas préximas segdes € apresentado na Figura 1. O rhFSH puri-
ficado resultante € chamado "rhFSH bruto".

[0087] Para todos os tampdes, pH e os valores de condutividade
sao referidos como + 25°C, isto é, a determinagao do valor de conduti-
vidade foi realizada usando um instrumento equipado com sonda de
temperatura e o valor obtido foi automaticamente compensado para
diferenga de temperatura e referido como + 25°C.

[0088] Com relagao as medidas de condutividade, o coeficiente de
temperatura de correlagao foi sempre fixado em 2.

Etapa 0: Diafiltracdo do rhFSH bruto concentrado

Equipamento

[0089] e Sistema de ultrafiltragao tipo Pellicon Mini (Millipore ou

equivalente)
[0090] e Membrana de ultrafiltragao em corte de 5KD em polieter-

sulfona tipo BIOMAX (Millipore ou equivalente), 0,1 m?

Peti¢do 870180140878, de 15/10/2018, pag. 24/49



18/36

[0091] e Bomba peristaltica de tipo Masterflex ou equivalente
Materiais

[0092] e r-hFSH bruto concentrado

[0093] ¢ Quantidade de partida: 200-400 mg FSH determinado por
imunoteste DELFIA para FSH (do biorreator de 75 L)

[0094] o Péletes de hidroxido de sédio — (Merck)

[0095] e Agua purificada (Modulab ou equivalente)

[0096] e Acido bérico

[0097] e Tetraborato de sédio decahidratado

[0098] ¢ Hidroxido de sadio (péletes)

[0099] e tampéao borato (50 mM de Borato de sédio pH 8,5+0,1):
3,06 g de acido bérico e 10 g de tetraborato de sédio dihidratado foram
adicionados a 900 mL de agua purificada sob agitagao, e levados a 1
L.

PROCEDIMENTO DE ULTRAFILTRACAO

[00100] Todas as operagdes foram realizadas em condigdes refrige-
radas (3-8TC).

[00101] O r-hFSH bruto concentrado (1-1,5 L) foi ultrafiltrado sob as
seguintes condigdes:

[00102] e tampao : 50 mM de Borato de sddio pH 8,5+0,1, condutivi-
dade 1,9+0,2 mS/cm

[00103] e Fluxo do permeado: 15-25 mL/minuto

[00104] e Pressao de entrada : 1,5-2,2 bar

[00105] e Pressao de transmembrana: 1,5-1,8 bar

[00106] Onde:

[00107] Pressao de transmembrana (TMP) = (pressao de entrada +
pressao de saida) / 2

[00108] A solugao de rhFSH foi concentrada até um volume de 1 L.
[00109] A fragéo de retido foi diluida com 1 volume de agua purifi-

cada e concentrada novamente até 1 L (lavagem);
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[00110] A etapa de lavagem foi repetida mais duas vezes;

[00111] A condutividade do permeado foi verificada, e se foi inferior
a 1,5 mS/cm, a amostra foi enviada para a préxima etapa, de outra
forma a etapa de lavagem foi repetida.

Condutividade do permeado <1,5 mS/cm

[00112] e Um volume de fragao do retido foi diluido a 2 volumes
com tampao de equilibrio e concentrado novamente até o volume ori-
ginal.
[00113] e A operagao foi repetida mais duas vezes.
[00114] e O pH e a condutividade do permeado foram verificados e
se o pH e condutividade da fragdo do permeado foram de 8,5+0,1 e
1,9+0,2 mS/cm, respectivamente, a permeado foi enviado para a proé-
xima etapa, de outra forma a etapa de lavagem foi repetida.

pH do permeado = 8,5 + 0,1

condutividade do permeado: 1,9 £ 0,2 mS/cm
[00115] e A fragdo de retido foi coletada e o ultrafiltro foi lavado com
trés aliquotas de tampéao de equilibrio, coletando e reunindo as lava-
gens com a fragao de retido de modo a ter um volume coletado final
em torno de 0,6-1,2 L.

Volume coletado : 0,6-1,2 L
[00116] e Esta fragao foi rotulada como :

<<Partida Q>>
[00117] e Amostras de § x 0,5 mL foram armazenadas a —20C p a-
ra IPC.
[00118] e O volume da fragdo foi medido (ela pode ser armazena-
das a +5 £ 3T por ndo mais do que dois dias).
[00119] e As amostras foram analisadas como a seguir: OD a 280
nm, pH, condutividade e teor de r-hFSH por Imunoteste (DELFIA), e
RP-HPLC.

Etapa 1: Troca aniénica em Q Sepharose FF
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Equipamento
[00120] e Coluna cromatografica XK 50/20

[00121] e Bomba peristaltica de tipo Masterflex ou equivalente
[00122] e Sala fria

[00123] e Monitor de UV (comprimento de trajeto 6ptico 2,5 mm)
equipado com gravador de dois canais (Amersham Biosciences ou
equivalente)

[00124] e Espectrofotdmetro UV (Shimadzu ou equivalente)

[00125] e medidor de pH (Metrohm ou equivalente)

[00126] e Condutdmetro (Metrohm ou equivalente)

[00127] e Balanga (MettlerToledo ou equivalente)

[00128] e Bomba peristaltica de tipo Masterflex ou equivalente
Materiais

[00129] e r-hFSH concentrado bruto de etapa de ultrafiltragao
[00130] e Quantidade de partida: 200-400 mg de FSH por DELFIA
[00131] e Péletes de hidroxido de sédio — (Merck)

[00132] e Agua purificada (Modulab ou equivalente)

[00133] e Acido bérico

[00134] e Tetraborato de sddio decaidratado

[00135] e Hidroxido de sddio (péletes)

[00136] e Cloreto de sédio

[00137] e Acido acético glacial

Tampodes

[00138] Tampao de equilibrio: 50 mM de Borato de sdédio pH
8,5+0,1, condutividade 1,9+0,2 mS/cm

[00139] Tampao de eluigcao: 50 mM de Borato de sédio, 0,13M de
NaCl pH 8,5+0,1, condutividade 16+1,5 mS/cm

[00140] Solugao de extragao: 1,5M de NaCl

[00141] Solugao de sanitizagao 1: 0,1 M de acido acético
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[00142] Solugao de sanitizagao 2: 0,5 M de NaOH
[00143] Solugao de armazenamento: 0,01 M de NaOH

Compactacgao de coluna

[00144] A coluna foi compactada com resina Q Sepharose Fast
Flow de acordo com as instrugdes dos fabricantes. A coluna compac-

tada tinha as seguintes dimensdes:

Diametro: 5cm
Altura do leito: 11 cm+10%
Volume do leito: 190 - 240 mL

Procedimento de purificacéo

[00145] Toda a operagao foi realizada a:

[00146] e temperatura: 3-8C

[00147] e taxa de fluxo linear: 240-280 cm/hora

Sanitizacéo da coluna

[00148] A coluna foi lavada com pelo menos 1 BV de NaOH a 0,5M,

entao enxaguada com 3 BV de agua purificada.

Equilibrio da coluna

[00149] A coluna foi lavada completamente com 6-7 ou mais BV de
tampao de equilibrio, 50 mM Borato de sédio pH 8,5+0,1, condutivida-
de 1,9+0,2mS/cm.

[00150] O pH e condutividade foram verificados e lavagem foi conti-
nuada até os parametros do efluente da coluna estarem nos seguintes
valores de marcagao:

[00151] pH 8,5%0,1, condutividade 1,9+0,2 mS/cm

Preparacao de material de partida

[00152] O r-hFSH concentrado e diafiltrado obtido da etapa de ultra-

filtragao foi descongelado na quantidade indicada na segao de materi-

al.
[00153] O pH e condutividade foram verificados, e amostras foram
guardadas para IPC (5 x 0,5mL).
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Carga
[00154] O material de partida foi carregado na coluna equilibrada.

Lavagem

[00155] Quando a carga de amostra estava completa, a coluna foi
lavada com 2-3 BV de tampao de equilibrio. O volume coletado foi re-
gistrado, e amostras foram guardadas para IPC 5 x 0,5mL, e a fragao
foi descartada.

Eluicao

[00156] Eluigao foi iniciada com 50 mM Borato de sdédio, 0,13M
NaCl pH 8,5+0,1, condutividade 16+1,5mS/cm. r-hFSH iniciado para
eluir apdos 0,7-1,0 BV desde o inicio.

[00157] 4,5 BV da fragao de eluigao foram coletados, mostrando
dois picos, de acordo com o perfil cromatografico mostrado na Figura
2.

[00158] O volume coletado foi registrado, e amostras para IPC fo-
ram mantidas (5x 0,5mL). A fragao pode ser armazenada a 4T por
nao mais do que dois dias.

[00159] Esta fracdo contém o r-hFSH semi-purificado.

Etapa (2): IMAC em Sepharose ff quelante

Equipamento
[00160] e Coluna cromatografica C10/40 (Amersham Biosciences)

[00161] e Bomba peristaltica tipo miniplus 2 Gylson ou equivalente
[00162] e Monitor de UV (comprimento trajeto optico 2,5 mm) equi-
pado com gravador de dois canais (Amersham Biosciences ou equiva-
lente)

[00163] e Sala fria

[00164] e Espectrofotdmetro UV (Shimadzu ou equivalente)

[00165] e Medidor de pH (Metrohm ou equivalente)

[00166] e Condutdometro (Metrohm ou equivalente)

[00167] e Balanga (MettlerToledo ou equivalente)
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[00168] e Bomba peristaltica de tipo Masterflex ou equivalente
Materiais

[00169] e Post Q Sepharose FF r-hFSH

[00170] e Péletes de hidroxido de sédio — (Merck)
[00171] e Agua purificada (Modulab ou equivalente)
[00172] e Acido bérico

[00173] e Tetraborato de sddio decahidratado
[00174] e Hidroxido de sodio (péletes)

[00175] e Cloreto de sédio

[00176] e EDTA

[00177] e Acetato de amdnio

[00178] e Sulfato de cobre

[00179] e 25% Solugdao de ambnia

Tampdes

[00180] Solugado de carga de metal: 0,2M de Sulfato de cobre
[00181] Agua acidulada: 1 mL de &cido acético glacial foi adiciona-
do a 1 L de agua purificada sob agitagao.

[00182] Tampao de equilibrio: 50 mM de Borato de sédio pH
8,25+0,1, 0,5M de NaCl

[00183] Eluicao : 0,75 M de Acetato de amédnio pH 9,0 +0,1, condu-
tividade +0,5 mS/cm

[00184] Solugédo de regeneragao: 0,5M de NaCl, 50 mM de EDTA
[00185] Solugao de sanitizagao: 0,5M de NaOH

[00186] Solugao de armazenamento: 0,01M de NaOH

Compactacao de coluna

[00187] A coluna foi compactada com resina quelante Sepharose
Fast Flow de acordo com as instrugbes dos fabricantes. A coluna
compactada tinha as seguintes dimensdes:

Diametro: 10 mm
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Altura do leito: 22 +10%
Volume do leito: 16 —20 mL

Procedimento de purificacdo

[00188] Todas as operagdes foram realizadas a:

[00189] e temperatura: 5+3TC

[00190] e taxa de fluxo linear: 240-300 cm/hora

Sanitizacado da coluna

[00191] A coluna foi lavada com pelo menos 1 BV de NaOH a 0,5M,
entao enxaguada com 3 BV de agua purificada.

Carga de coluna

[00192] A coluna foi lavada com 5-6 BV de agua acidulada até o pH
ser < 4,5 (com indicador de pH). A coluna foi entdo lavada com 3 BV
de 0,2M de sulfato de cobre e novamente 4-5 BV de agua acidulada
até o Valor de absorbancia (280 nm) alcangar a linha de base.

Equilibrio da coluna

[00193] A coluna foi lavada completamente com 6 ou mais BV de
tampao de equilibrio, 50 mM de Fosfato de sddio pH 8,25+0,1, 0,5M de
NaCl, condutividade 50+5 mS/cm.

[00194] O pH e condutividade foram verificados e lavagem foi conti-
nuada se os parametros do efluente da coluna estiverem fora dos valo-
res de marcagao:

[00195] pH 8,25+0,1, condutividade 50+5 mS/cm

Preparacao de material de partida

[00196] r-hFSH obtido de etapa Q Sepharose FF foi ajustado a pH a

8,25 + 0,1 por adigao de 35% de acido orto-fosférico , e condutividade

a 50+5mS/cm por adigao de NaCl.
[00197] Amostras foram retiradas para IPC (5x 0,5mL).

Carga
[00198] O material de partida foi carregado na coluna equilibrada

como acima.
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Lavagem
[00199] Quando a carga de amostra estava completa, a coluna foi

lavada com 5-10 BV de tampéao de equilibrio 50 mM fosfato de sédio
pH 8,25+0,1, 0,5M de NaCl, condutividade 50+5 mS/cm.

[00200] Amostras foram retiradas (5 x 0,5 mL) para IPC e a fragéao
foi descartada.

Eluicao

[00201] Eluigdo foi iniciada com 0,076M de acetato de aménio pH
9,0 +0,1, condutividade 7,2+0,5 mS/cm.

[00202] r-hFSH comegou a eluir como um pico principal apés 0,5
BV desde o inicio.

[00203] 5-7 BV foram coletados do pico principal partindo quando o
OD em linha aumentou de modo ingreme, aproximadamente apds os
primeiros 0,5 BV descartados.

[00204] Amostras foram retiradas para (IPC 5 x 0,5mL) e a fragéo
foi armazenada a 3*8T por ndo mais do que dois di as.

[00205] O perfil de eluigao para IMAC é mostrado na Figura 3.
[00206] Esta fragao continha o r-hFSH semipurificado.

Etapa (2a): Troca aniénica em DEAE Sepharose FF

Equipamento
[00207] e Coluna cromatografica Vantage L 22/40

[00208] e Bomba peristaltica tipo miniplus 2 Gylson ou equivalente
[00209] e Sala fria

[00210] e Monitor de UV (comprimento trajeto optico 2,5 mm) equi-
pado com gravador de dois canais (Amersham Biosciences ou equiva-
lente)

[00211] e Espectrofotdmetro UV (Shimadzu ou equivalente)

[00212] e Medidor de pH (Metrohm ou equivalente)

[00213] e Condutdémetro (Metrohm ou equivalente)

[00214] e Balanga (MettlerToledo ou equivalente)
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[00215] e Bomba peristaltica de tipo Masterflex ou equivalente
Materiais

[00216] e Pés- IMAC r-hFSH

[00217] e Péletes de hidroxido de sédio — (Merck)

[00218] e Agua purificada (Modulab ou equivalente)

[00219] e Hidroxido de sodio (péletes)

[00220] e Cloreto de sédio

[00221] e Acetato de amdnio

[00222] e 25% Solugdo de ambnia

Tampdes

[00223] Tampao de equilibrio: 0,11 M de Acetato de amdnio pH
8,510,1, condutividade +0,5 mS/cm

[00224] Solugao de regeneragao: 1,5M de NaCl

[00225] Solugao de sanitizagao: 0,5M de NaOH

[00226] Solugao de armazenamento: 0,01M de NaOH

Compactacao de coluna

[00227] A coluna foi compactada com resina DEAE Sepharose Fast
Flow de acordo com as instrugdes dos fabricantes. A coluna compac-

tada tinha as seguintes dimensdes:

Diametro: 22 mm
Altura do leito: 16-17 cm
Volume do leito: 65-70 mL

Procedimento de purificacao

[00228] Toda a operagao foi realizada a:

[00229] e temperatura: 5+3C

[00230] e taxa de fluxo linear: 240-300 cm/hora
Sanitizacéo da coluna

[00231] A coluna foi lavada com pelo menos 1 BV de NaOH a 0,5M,

e entdo enxaguada com 3 BV de agua purificada.

Equilibrio da coluna
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[00232] A coluna foi lavada com 6 ou mais BV de tampao de equili-
brio, 0,11 M de Acetato de amdnio pH 8,5 + 0,1, condutividade 10,2 +
0,5 mS/cm.
[00233] O pH e condutividade foram verificados e lavagem foi conti-
nuada se os parametros do efluente da coluna estivessem fora dos
valores de marcagao:

pH 8,5+0,1, condutividade 10,5+0,5 mS/cm
Preparacao de material de partida
[00234] r-hFSH obtido da etapa IMAC foi levado a pH 8,5 + 0,1 por

adigao de acido acético glacial, e condutividade a 10,5 + 0,5mS/cm por

adigao de agua purificada (um volume de agua pelo menos é necessa-
rio para ajustar a condutividade ao valor de marcagao.

[00235] Amostras foram retiradas para IPC (5 x 0,5mL).

Carga

[00236] O material de partida foi carregado na coluna equilibrada
como acima.

Lavagem

[00237] Quando a carga de amostra estava completa, a coluna foi
lavada com 3-6 BV de tampao de equilibrio 0,11 M Acetato de amdnio
pH 8,5+0,1, condutividade 10,2+0,5 mS/cm.

[00238] Amostras foram retiradas para IPC (5 x 0,5mL) e a fragéo
foi armazenada a +5 + 3T por nao mais do que dois dias. O perfil de
eluigao para DEAE Sepharose FF cromatografia € mostrado na Figura
4.

Etapa (3): Interacéo hidrofébica em PHENYL Sepharose FF HS

Equipamento
[00239] e Coluna cromatografica XK 26/30

[00240] e Bomba peristaltica tipo miniplus 2 Gylson ou equivalente
[00241] e Monitor de UV (comprimento trajeto optico 2,5 mm) equi-

pado com gravador de dois canais (Amersham Biosciences ou equiva-
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lente)

[00242] e Sala fria

[00243] e Espectrofotdmetro UV (Shimadzu ou equivalente)
[00244] e medidor de pH (Metrohm ou equivalente)

[00245] e Condutdmetro (Metrohm ou equivalente)

[00246] e Balanga (MettlerToledo ou equivalente)

[00247] e Bomba peristaltica de tipo Masterflex ou equivalente
Materiais

[00248] e Po6s - DEAE r-hFSH

[00249] e Péletes de hidroxido de sédio — (Merck)

[00250] e Agua purificada (Modulab ou equivalente)
[00251] e Hidroxido de sodio (péletes)

[00252] e Cloreto de sédio

[00253] e Acetato de amdnio

[00254] e Sulfato de amdnio

[00255] e 25% Solugdao de ambnia

Tampbes

[00256] Tampao de equilibrio: 50 mM Acetato de aménio, 1M Sulfa-
to de amédnio pH 8,25+0,1, condutividade 142+8 mS/cm

[00257] Tampao de lavagem: 50 mM Acetato de aménio, 0,9M Sul-
fato de aménio pH 8,25+0,1, condutividade 130+5mS/cm

[00258] Tampao de eluigdo: 50 mM Acetato de aménio, 0,25M Sul-
fato de aménio pH 8,25+0,1, condutividade 50 +3mS/cm

[00259] Solugdo de extragdo: Agua purificada

[00260] Solugao de sanitizagao: 0,5M NaOH

[00261] Solugao de armazenamento: 0,01M NaOH

Compactacao de coluna

[00262] A coluna foi compactada com resina de Phenyl Sepharose

Fast Flow HS de acordo com as instrugdes dos fabricantes. A coluna
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compactada tinha as seguintes dimensoes:

Diametro: 34 mm
Altura do leito: 14-15 mm
Volume do leito: 125-135 mL

Procedimento de purificacdo

[00263] Todas as operagdes foram realizadas a:

[00264] e temperatura: 5+3TC

[00265] e taxa de fluxo linear: 240-300 cm/hora

Sanitizacéo da coluna

[00266] A coluna foi lavada com pelo menos 1 BV de NaOH 0,5M ,

entao enxaguada com 3-5 BV de agua purificada.

Equilibrio da coluna

[00267] A coluna foi lavada completamente com 5-6 ou mais BV de
tampao de equilibrio: 50 mM Acetato de aménio, 1M Sulfato de amédnio
pH 8,25+0,1, condutividade 140+8 mS/cm

[00268] O pH e condutividade foram verificados e lavagem foi conti-
nuada até os parametros do efluente da coluna estar nos seguintes
valores de marcagao:

[00269] pH 8,25+0,1, condutividade 140 + 8mS/cm

Preparacao de material de partida

[00270] r-hFSH obtido de etapa DEAE etapa foi adicionado com 1

M Sulfato de aménio e levado a pH 8,25 + 0,1 por adigao de 25% solu-

¢ao de amoénia.

[00271] Amostras foram retiradas para IPC (5x 0,5mL) e a fragao foi
carregada na coluna PHENYL.

Carga

[00272] O material de partida foi carregado na coluna equilibrada
como acima.

Lavagem apdés carga

[00273] Quando a carga de amostra estava completa, a coluna foi
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lavada com 3-6 BV de tampao de equilibrio: 50 mM Acetato de amé-
nio, 1M Sulfato de aménio pH 8,25+0,1, condutividade 140 + 5 mS/cm
[00274] Amostras foram retiradas para IPC (5 x 0,5mL) e a fragéo
foi descartada.

Lavagem

[00275] Quando a carga de amostra estava completa, a coluna foi
lavada com 3-6 BV de tampao de lavagem 50 mM Acetato de amédnio,
0,9M Sulfato de aménio pH 8,25+0,1, condutividade 130+5mS/cm
[00276] Amostras foram retiradas para IPC (6% 0,5mL) e a fragao foi
descartada.

Eluicao

[00277] Eluigao foi iniciada com tampao de eluigao.

[00278] r-hFSH comegou a eluir como um pico principal apés 0,5-
0,8 BV desde o inicio. 3-4 BV do pico principal foram coletados partin-
do quando o Valor de absorbancia (280 nm) aumentou, de acordo com
o perfil cromatografico mostrado na Figura 5.

[00279] Amostras foram retiradas para IPC (6% 0,5 mL) e armaze-
nadas em +5 £ 3T por nao mais do que um dia.

Etapa (4): Fase reversa em Source 30 RPC

Equipamento
[00280] e Coluna cromatografica: Vantage L 22/40

[00281] e Monitor de UV (comprimento trajeto optico 2,5 mm) equi-
pado com gravador de dois canais (Amersham Biosciences ou equiva-
lente)

[00282] e Bomba peristaltica (Minipulse 2 Gillson ou equivalente)
[00283] e Espectrofotdmetro UV (Shimadzu ou equivalente)

[00284] e medidor de pH (Metrohm ou equivalente)

[00285] e Condutdémetro (Metrohm ou equivalente)

[00286] e Balanga (Mettler Toledo ou equivalente)

Materiais
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[00287] e r-hFSH intermediario apds HIC

[00288] e SOURCE 30 RPC resina (Amersham Biosciences)
[00289] e Acetato de ambnio - Merck

[00290] e Acido acético glacial - Merck

[00291] e Péletes de hidroxido de sddio - Merck -

[00292] e 50% solugao NaOH — J.T. Baker

[00293] e 25% Solugao de amédnia - Merck

[00294] e 2-propanol — Merck

[00295] e Péletes de hidroxido de sddio — Merck

Tampobes

[00296] Tampao de base: 50 mM Acetato de amoénio pH 7,6 + 0,2,
condutividade 6,5 + 0,5 mS

[00297] Tampao de equilibrio: 50 mM Acetato de aménio pH 7,6 +
0,2, contendo 13% of 2-propanol (V/V)

[00298] Tampao de eluicao: 50 mM Acetato de aménio 7,6 + 0,2,
contendo 20% of 2-propanol (V/V)

[00299] Solugdo de regeneragédo: 50 mM Acetato de amébnio 7,6 +
0,2, contendo 35% of 2-propanol (V/V)

[00300] Solugao de sanitizagao: 0,5M NaOH

[00301] Solugao de armazenamento: 0,01M NaOH

Compactacgao de coluna

[00302] A coluna foi compactada com SOURCE 30RPC resina de

acordo com as instrugdes dos fabricantes. A coluna compactada tinha

as seguintes dimensoes:

Diametro: 22 mm
Altura do leito: 13-14 cm
Volume do leito: 49,4-53.2 mL

Procedimento de purificacéo

Preparacao de material de partida

[00303] Pds- HIC intermediario foi carregado na coluna em 13%
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(V/V) de 2-propanol.

Toda a operacao foi realizada a:

temperatura: temperatura ambiente (+ 20+5T)
taxa de fluxo linear:  300-450 cm/hora

Sanitizacéo da coluna

[00304] A coluna foi lavada com pelo menos 1 BV de NaOH 0,5 M e

enxaguada com 6 BV de agua purificada.

Equilibrio da coluna

[00305] A coluna foi lavada com 7-10 ou mais BV de tampéao de
equilibrio, 50 mM Acetato de aménio pH 7,6 + 0,2, contendo 13% de 2-
propanol (V/V).

Carga

[00306] O material de partida r-hFSH apdés- HIC preparado como
acima foi carregado na coluna.

Lavagem apdés-carga

[00307] Quando a carga de amostra estava completa, a coluna foi
lavada com 7-10 BV de tampao de equilibrio.

[00308] Amostras foram retiradas para IPC (5 x 0,5 mL), e a fragéo
foi descartada.

Eluicao

Eluicao foi iniciada com tamp&o de eluicao.

[00309] r-hFSH comegou a eluir como um pico principal apés 0,5-
0,8 BV desde o inicio. 5-7 BV do pico principal foram coletados partin-
do quando o valor de absorbancia (280 nm) aumentou, de acordo com
o perfil de cromatografia mostrado na Figura 6. Apds completar a cole-
ta, a solugao foi diluida 1: 2 com agua purificada para reduzir a porcen-
tagem de 2-propanol em contato com r-hFSH.

[00310] Amostras foram retiradas para IPC (5 x 0,5 mL) e armaze-
nadas em +5 + 3T por nao mais do que um dia.

[00311] Esta fragdo continha r-hFSH purificado.
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Regeneracido da coluna

[00312] Apés a eluicao estar completa, a coluna foi lavada com pelo
menos 3 BV de tampao de regeneragao.

[00313] Amostras foram retiradas para IPC (5 x 0,5 mL), e a fragéao
foi descartada.

Sanitizacao

[00314] A coluna foi lavada com pelo menos 1-2 BV de agua segui-
do por 3 BV NaOH 0,5M, o fluxo foi parado 1 hora, e a coluna foi entao
enxaguada com 6 BV de agua purificada.

Armazenamento

[00315] A coluna foi lavada com pelo menos 3 BV de solugao de
armazenamento, 0,01M NaOH e armazenada até o préximo ciclo.
Etapa (5) ULTRAFILTRACAO EM BRUTO

Equipamento

[00316] e 1 Vivaflow 200 PES, RC ou Hydrosart corte de 5KD (Sar-
torius)

[00317] e Bomba peristaltica (tipo Masterflex L/S)

[00318] e Espectrofotémetro UV (tipo Shimadzu ou equivalente)
[00319] e medidor de pH (tipo Mettler Toledo ou equivalente)
[00320] e Medidor de condutividade (tipo Metrohm ou equivalente)
Materiais

[00321] e r-hFSH - HIC Eluado

[00322] e Péletes de hidroxido de sddio - Merck (NaOH).

[00323] e Agua purificada por Modulab ou equivalente

[00324] e Nitrogénio (pressao operativa: 3 bar) - tipo UPP.

Tampodes

[00325] Solugao de diafiltragdo: a ultrafiltragcido de r-hFSH foi reali-
zada usando agua purificada.

[00326] Solugao de sanitizagao: 0,5 M NaOH

[00327] Solugao de armazenamento: 0,05 M NaOH
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Procedimento

[00328] Todas as operagbes foram realizadas em uma sala fria
(+5+3%C).

Ultrafiltracéo

[00329] A solugdo de eluado r-hFSH - HIC foi recirculada no siste-

ma Vivaflow e concentrada em um volume inferior a 20 mL.

[00330] A fragao de retido foi diluida com 4 volumes de agua purifi-
cada e concentrada até < 20 mL.

[00331] A etapa de lavagem foi repetida como descrito, 5-7 mais
vezes.

[00332] O pH e condutividade do permeado foram de 7.1 £ 0,2 e 6,2
t+ 0,5 mS/cm respectivamente. Se fora destes valores, a etapa de la-
vagem foi repetida.

[00333] pH do permeado = 7.1 £ 0,2 -- condutividade do permeado
=6,2 + 0,5 mS/cm

[00334] A fragao retida foi coletada em um volume apropriado para
obter uma concentragao final de r-hFSH por OD (280 nm) em torno de
0,5-0,7 mg/mL.

[00335] Amostras foram retiradas (10 x 0,5 mL) para analise. Am-
bas as amostras e as em bruto foram armazenadas a —20TC.

Etapa (6) ETAPA de nanofiltragcao para remocéo de virus

Materiais e Equipamento

[00336] e solugao de r-hFSH intermediario (ap6s DEAE ou apés
RPC ultrafiltrado);

[00337] e Pré- filtros de tamanho de 47 mm tipo Fluorodine Il FTK-
DJL (Pall) ou VVLP 0,1u (Millipore);

[00338] e Filtros de 47 mm de tamanho tipo NFP (Millipore) ou
DV20 (Pall);

[00339] e Agua purificada;

[00340] e Indicadores de papel de pH;
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[00341] e Hidroxido de sodio;

[00342] e Fonte regulada de nitrogénio;

[00343] e Sistema de filtragao de ago inoxidavel completo (Millipo-
re);

[00344] e Tubo de tygon e Silicons.

Tampdes
[00345] Solugao de sanitizagao: 0,5 M NaOH

Procedimento

[00346] Todas as operagdes foram realizadas a temperatura ambi-
ente (+23 £ 3T)

Nanofiltracdo

[00347] O sistema foi carregado apés DEAE ou ultrafiltrado apds
RPC rFSH, pré-filtrado em filtros de 0,1u . No comego da filtragéo, o
nitrogénio foi aberto até uma pressao inicial de 0,5 bar e a valvula de
ventilagdo colocada em um suporte de disco foi aberta a fim de purgar
o sistema.

[00348] Logo que a primeira gota de solugao apareceu, a valvula de
ventilagdo do suporte do disco foi fechada e a presséo de nitrogénio foi
elevada a 2,3 — 2,8 bar.

[00349] A presséao de nitrogénio foi mantida a 2,3 — 2,8 e a solugéo

foi filtrada. As condiges de operagao sao resumidas abaixo:

Parametro Faixa
Amostra Apés- DEAE ou apés - RPC rFSH ultra filtrado
pressao de 2,3-2,7 bar
nitrogénio
taxa de fluxo 0,1-0,3 mL/min com filtro Pall em apés DEAE

(mL/min) 0,3-0,6 mL/min com filtro Millipore em apds- DEAE
0,1-0,2 mL/min com filtro Pall em apés — RPC ultrafiltrado
1-1,5 mL/min com filtro Millipore em apés — RPC ultrafil-
trado

Atividade biolégica de amostras
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[00350] A atividade biolégica de rhFSH purificado foi medida usan-
do o método de ganho de peso ovariano de Steelman- Pohley. A ativi-
dade especifica foi calculada usando a atividade biolégica dividida pelo
teor de proteina, como determinado por absorbancia a 280 nm (consi-
derando que €= 9,95 M-' cm™"), e também usando a atividade biolégica
divida pelo teor de proteina como determinado pelo método de Lowry.
A atividade especifica do rhFSH bruto purificado € mostrada na tabela
1.

TABELA 1. Atividade especifica de rhFSH bruto purificado da invencéo

Analise Amostra
concentragao de proteina por OD (mg/mL) 0,64
Atividade especifica (atividade biologica/OD) 8876 Ul/mg
concentragao de proteina por Lowry (mg/mL) 0,75
atividade especifica (atividade bioldgica 7594 Ul/mg
/Lowry)
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REIVINDICAGOES

1. Método para purificar FSH humano recombinante ou uma
variante de FSH, caracterizado pelo fato de que compreende as eta-
pas de submeter FSH a:

(1) cromatografia de troca i6nica realizada com uma resina
de troca anionica forte;

(2) cromatografia de ion metalico imobilizado;

(2a) cromatografia de troca i6nica realizada usando uma
resina de troca anidnica fraca;

(3) cromatografia de interagao hidrofébica (HIC); e

(4) cromatografia de fase reversa.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a resina de troca aniénica € Q Sepharose FF, ou uma
resina apresentando propriedades similares.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracteri-
zado pelo fato de que a cromatografia de troca i6nica (1) é realizada
usando tampao borato como eluente.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado
pelo fato de que o tampéo borato estd em um pH de 8,5.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de ion metalico
imobilizado é realizada com uma resina apresentando grupos quelan-
tes tridentados.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado
pelo fato de que os grupos quelantes séo acido iminodiacético.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 6, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de ion metalico
imobilizado é realizada com Sepharose FF quelante, ou uma resina
apresentando propriedades similares.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
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1 a 7, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de ion metalico
imobilizado é realizada com um fon metalico selecionado dentre Cu?*,
Zn?*, Ni%*, Ca?*, Mg?* e Co?.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de ion metalico
imobilizado é realizada com Cu?*.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de ion me-
talico imobilizado é realizada usando acetato de aménio como eluente.

11. Método, de acordo com a reivindicagao 10, caracteriza-
do pelo fato de que o tampao de acetato de amdnio apresenta um pH
de 9.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de intera-
¢ao hidrofébica (HIC) é realizada usando Phenyl Sepharose FF HS, ou
uma resina apresentando caracteristicas similares.

13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que a cromatografia de intera-
¢ao hidrofdbica é realizada usando acetato de aménio (50 mM)/sulfato
de amédnio (0.25 M) como eluente.

14. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a resina de troca aniénica fraca € uma resina DEAE
Sepharose FF, ou uma resina apresentando propriedades similares.

15. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a cromatografia de fase reversa é realizada usando
Source 30 RPC como resina, ou uma resina apresentando caracteris-
ticas similares.

16. Método, de acordo com a reivindicagao 15, caracteriza-
do pelo fato de que a cromatografia de fase reversa é realizada usan-

do acetato de aménio (50 mM, pH de 7,6) com 20% (v/v) 2-propanol.
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17. Método, de acordo com a reivindicagao 15 ou 16, carac-
terizado pelo fato de que compreende uma etapa de ultrafiltragao (5),
realizada apés a etapa de cromatografia de fase reversa.

18. Método para purificar FSH recombinante humano, ca-
racterizado pelo fato de que compreende as etapas de submeter FSH
a:

(0) ultrafiltragao;

(1) uma cromatografia de troca i6nica em Q Sepharose FF
em 50 mM borato, em 0,13 M NaCl, pH de 8,5 como eluente;

(2) submeter o eluado da etapa (1) a uma etapa de croma-
tografia de afinidade de ion metalico imobilizado em Sepharose ff que-
lante, com Cu** como ion metalico, e em 0,75 M acetato de amdnio pH
de 9 como eluente;

(2a) submeter o eluado da etapa (2) a uma etapa de uma
cromatografia de troca i6bnica em DEAE Sepharose FF, em 0,11 M
acetato de amoénio, pH de 8,5 como eluente;

(3) submeter o eluado da etapa (2a) a uma etapa de croma-
tografia de interagao hidrofébica em Phenyl Sepharose FF HS em 50
mM acetato de aménio, em 0,25 M sulfato de amdnio, pH de 8,25 co-
mo eluente;

(4) submeter o eluado da etapa (3) a uma etapa de croma-
tografia de fase reversa em Source 30 RPC, em 50 mM acetato de
amonio, pH de 7,6, em 20% de 2-propanol (v/v);

(5) submeter o eluado da etapa (4) a uma etapa de ultrafil-
tracao; e

(6) submeter o retentado da etapa (5) a uma etapa de na-

nofiltragao.
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Fig. 1 Fluxograma do processo de purificagcao de r-HFSH
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Fig. 3
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Fig.4 Perfil cromatografico preparativo de etapa DEAE
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Perfil cromatografico preparativo de etapa PHENYL
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Fig.6 Perfil cromatografico preparativo de etapa RPC
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