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DESCRIPCION

Meétodo para prevenir la formacién de derivados de trisulfuro de polipéptidos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para prevenir la formacién de derivados de trisulfuro de polipéptidos
durante la produccién o tratamiento del mismo en medios liquidos.

En particular, la invencién se refiere a la produccién de una hormona del crecimiento humana, o un intermediario,
derivado, andlogo, variante o mutante de la misma, que estd sustancialmente libre de, o contiene una cantidad reducida
de, derivado(s) de trisulfuro.

Antecedentes de la invencion

Varios polipéptidos conteniendo enlaces de disulfuro se conocen por formar derivados de trisulfuro. Entre estos
estan superoxido-dismutasa, interleuquina muteina y hormona del crecimiento (GH). En principio, no obstante, otros
polipéptidos conteniendo enlaces de disulfuro, p. €j. insulina, interleukinas y determinados factores de coagulacién
(tales como factor VII) pueden formar de forma potencial derivados de trisulfuro bajo condiciones especificas.

Entre la mayoria de los polipéptidos estudiados conocidos por formar derivados de trisulfuro estdn las hormonas de
crecimiento (GH), en particular la hormona del crecimiento humana. El término “hormona del crecimiento humana”
(hGH; a veces también referida, entre otras cosas, como “somatropina” o “‘somatotropina”) se entiende generalmente
por referirse a la hormona proteinica (polipéptido) que consiste en una tnica cadena de 191 residuos de aminodcidos
reticulados por dos puentes de disulfuro, teniendo la forma monomérica de la misma un peso molecular de aprox.
22.000 (22 kDa). Las preparaciones de hormonas del crecimiento aisladas de la gldndula pituitaria humana no son
homogéneas. Por ejemplo, también se conoce una variante mas pequefia (20 kDa) producida a partir del mismo gen.
La variante “hGH bdsica” (hGH-V) expresada por la placenta durante el embarazo es otro andlogo/variante el cual es
un producto de un gen separado; como el polipéptido hGH de 22 kDa éste consiste en 191 residuos de aminodacidos,
pero 13 residuos de aminodcidos en diferentes posiciones en la secuencia difieren de los de la hGH de 22 kDa [véase,
p. ¢, Bewley et al., Adv. Enzymol. 42, 73-166 (1975), y Frankenne et al., J. Clin. Endocrin. and Metabol. 66, 1171-
1180 (1988)].

En la hGH (es decir, el polipéptido de 22 kDa), cuatro residuos de cisteina estdn presentes proporcionando altura a
los dos puentes de disulfuro. El primer puente de disulfuro forma un bucle mayor entre Cys 53 y Cys 165, mientras que
el segundo forma un bucle menor entre Cys 182 y Cys 189. El bucle menor se localiza en la superficie de la molécula,
mientras que el bucle mayor se introduce en la molécula de hGH. Una formacién de puente de trisulfuro puede ocurrir
en el bucle menor y en el mayor.

La hormona del crecimiento humana es esencial, entre otras cosas, para el crecimiento del hueso longitudinal y el
desarrollo del crecimiento normal durante la infancia. Se conocen otros numerosos efectos o aplicaciones de la hGH,
incluyendo la mejora en la curacién de fracturas de hueso, la descomposicidn del tejido adiposo y la minimizacién del
sindrome de fatiga postoperatoria.

La produccién de polipéptidos terapéuticamente ttiles, p. €j. la hGH, en una escala industrial se realiza en la ac-
tualidad habitualmente usando técnicas recombinantes. Algunos de los procesos recombinantes desarrollados usan
huéspedes bacterianos, tales como diferentes cepas de Escherichia coli, mientras que otros procesos usan microorga-
nismos eucariéticos, tales como levaduras (p. ej. Saccharomyces cerevisiae), como huéspedes.

Después de la produccién (fermentacion), el medio comprendiendo el polipéptido recombinante normalmente
se sigue procesando. Durante un tratamiento de este tipo el polipéptido puede someterse a diferentes procesos de
extraccion y purificacion, tales como centrifugado, microfiltracion y/o ultrafiltracion.

Uno de los problemas encontrados usando métodos de fabricacidén recombinantes convencionales para producir
polipéptidos es la formacién de subproductos de polipéptidos. En la produccién de polipéptidos conteniendo enlaces
de disulfuro, la formacién de derivados, en particular de derivados de trisulfuro, puede ser problematica.

El derivado del trisulfuro en cuestién es uno donde la molécula peptidica contiene un dtomo de azufre extra que
forma un “puente de trisulfuro” dentro de la molécula. Tal derivado de trisulfuro se ha aislado durante la produccién
de la hormona del crecimiento, donde ésta constituye un subproducto indeseable.

Asi, WO 94/24157 expone un método para detectar un derivado hidrofébico de hGH comprendiendo un dtomo de
azufre extra en comparacién con la hGH nativa. El dtomo de azufre extra del derivado hidrofébico de hGH forma un
“puente de trisulfuro” produciendo un derivado de trisulfuro de hGH (TS-hGH). También se describe un método para
reconvertir este derivado de trisulfuro de la hGH de nuevo a su forma nativa de hGH tratando el derivado de trisulfuro
de la hGH con un compuesto de mercapto, tal como cisteina, glutationa, 2-mercaptoetanol o ditiotreitol.
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Ademads, el derivado de trisulfuro de la hGH se ha descrito por Andersson et al., “Isolation and characterization
of a trisulfide variant of recombinant human growth hormone formed during expression in Escherichia coli”, (“Aisla-
miento y caracterizacién de una variante de trisulfuro de la hormona del crecimiento humana recombinante formada
durante la expresién de Escherichia coli”’) Int. J. PeDtide Protein Res. 47 (1996) pags. 311-321, y por A. Jesperson
et al., “Characterisation of a trisulfide derivative of biosintetic human growt hormone produced in Escherichia coli”,
(“Caracterizacion de un derivado de trisulfuro de la hormona del crecimiento humana producida en Escherichia coli)
Eur J. Biochem. 219 (1994) pags. 365-373 (1994), y derivados de trisulfuro también se han proporcionado para otros
péptidos, es decir, superéxido-dismutasa recombinante [Briggs et al., Biochem. Biophys. Acta, 537 (1978) pags. 100-
109] y una muteina de interleuquina [J. Breton et al., J. Chromatoar. A 709 (1) (1995) pags. 135-46].

WO 96/02570 describe otro método para reconvertir el derivado de trisulfuro de la hGH de nuevo a su forma nativa
de hGH tratando el derivado con un compuesto de sulfito, tal como sulfito de sodio, sulfito de potasio o sulfito de
amonio, o un sulfito de metal alcalinotérreo tal como sulfito de magnesio o sulfito de calcio.

WO 00/02900 describe, entre otras cosas, un método para la produccién de péptidos recombinantes con una canti-
dad baja de trisulfuros, caracterizado por la adicién de una sal metélica (p. ej. potasio o sal sédica) durante o después
de la etapa de fermentacion.

WO 04/31213 expone, entre otras cosas, un método para reducir la cantidad de una impureza de isoforma de tri-
sulfuro producida en la produccién recombinante de un “polipéptido de antagonista de la hormona del crecimiento”
en células huéspedes genéticamente modificadas, donde la impureza se pone en contacto con un “compuesto de mer-
capto” (ejemplificado por sulfitos, glutationa, S-mercapto-etanol, ditiotreitol, cisteina y otros). La solicitud también
expone el uso de agentes quelantes o sales metalicas para conseguir una reduccién en la cantidad de trisulfuro formado.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la distribucién de especies de sulfuro de hidrégeno (H,S, HS y S?-, respectivamente) en agua
a 20°C como una funcién del pH.

La Figura 2 muestra mecanismos sugeridos de formacién de derivados de trisulfuro de péptidos en presencia de
H,S.

La Figura 3 muestra el impacto de la exposicion en la formacién de TS-hGH en homogeneizado micro-filtrado, a
partir de un cultivo discontinuo produciendo hGH.

Breve descripcion de la invencion

Se ha descubierto sorprendentemente que la formacién de un derivado de trisulfuro de un polipéptido durante la
produccién y/o el tratamiento del polipéptido en un medio liquido puede minimizarse o evitarse mediante un proceso
en el cual el medio liquido se deshace con un gas, p. ej. por aireacién del medio mediante el pasaje a través del mismo
de una corriente de burbujas del gas en cuestion.

Descripcion detallada de la invencion

Como se ha indicado anteriormente, un aspecto de la invencion se refiere a un método para reducir o prevenir
sustancialmente la formacién de un derivado de trisulfuro de un polipéptido en un medio liquido (tipicamente un
medio acuoso) conteniendo el polipéptido, comprendiendo el método la desorcién del medio liquido con un gas tal y
como se define en las reivindicaciones.

Polipéptidos

El polipéptido de interés puede ser de origen natural o sintético, y el método segiin la invencién por tanto no
estd limitado a aplicaciones para polipéptidos recombinantes o para polipéptidos producidos por otros medios bajo
condiciones controladas, sino que pueden aplicarse de forma potencial a polipéptidos extraidos a partir de cualquier
fuente, p. ej. de una planta o un animal.

Como se ha mencionado anteriormente, varios polipéptidos se conocen por ser propensos a formar derivados de
trisulfuro. Estos polipéptidos, particularmente polipéptidos terapéuticos, normalmente contienen uno o més enlaces de
disulfuro, y entre estos estan superéxido-dismutasa, interleuquina muteina y hormonas del crecimiento (GH). En prin-
cipio, otros polipéptidos conteniendo enlaces de disulfuro, p. €j. insulina, pueden formar de forma potencial derivados
de trisulfuro bajo condiciones apropiadas.

Entre la mayorfa de los polipéptidos estudiados conocidos por formar impurezas derivadas de TS estdn las hor-
monas de crecimiento (GH), y en formas de realizacién de la invencién el polipéptido de interés es una hormona
del crecimiento, tal como una hormona del crecimiento mamifera (p. ej. GH humana, bovina, equina, porcina, ovina,
canina o felina), una GH aviar, o GH de salmén, trucha o atdn, particularmente la hormona del crecimiento huma-
na (hGH), hGH producida de forma notablemente recombinante (rhGH). El término hormona del crecimiento en el
contexto de la invencién también comprende: formas truncadas de GH, es decir formas truncadas de una hormona
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del crecimiento donde uno o mas residuos de aminoécidos se ha/han delecionado; andlogos de GH, donde uno o mas
residuos de aminodcidos en la molécula nativa se ha/han sustituido por otro residuo de amino4acido, preferiblemente
un residuo de un aminodcido de origen natural, mientras que la sustitucién no cause ningin efecto adverso tal como
antigenicidad o actividad reducida; y derivados de GH, p. ej. formas deamidadas o sulfoxidadas de la hormona del cre-
cimiento, o formas con una extension N- o C-terminal (tal como Met-hGH, Met-Glu-Ala-Glu-hGH o Ala-Glu-hGH).
Otros derivados de GH de relevancia incluyen aquellos en los cuales una GH (p. €j. hGH) se conjuga a una molécula
tal como una albimina, p. ej. albumina de suero humano (véase, p. €j., WO 97/24445) o un polimero hidrosoluble
tal como un polietilenoglicol (PEG) (véase, p. ej., WO 03/044056), para conseguir, p. €j., una duracién prolongada de
la actividad de GH. Como ya se ha indicado, entre las hormonas del crecimiento per se, la hormona del crecimiento
preferida en relacion con el tratamiento de seres humanos es normalmente hGH [es decir, la hormona del crecimiento
humana natural, la hormona del crecimiento humana producida de forma particularmente recombinante (thGH) la
cual es idéntica a la hormona natural], y formas truncadas, andlogos y derivados de hGH de los tipos tltimos son de
relevancia en el contexto de la presente invencidn.

Desorcion

En el contexto presente, el término “desorcion” se refiere al desplazamiento o la eliminacién de un componente
volatil (p. ej. un componente disuelto que en su estado nativo bajo condiciones ambientales es un gas) del medio
liquido mediante la aireacién del medio liquido con un gas adecuado (véase abajo) a una velocidad y temperatura
apropiadas, y durante un espacio de tiempo apropiado.

Esto puede hacerse, por ejemplo, pasando el gas en cuestion a través del medio liquido (p. ej. enviando una corriente
de burbujas de gas en el medio), con o sin agitacién u otros medios de mezcla, o mediante otros medios creando una
gran interfaz de fase gaseosa/fase liquida en la cual pueda tener lugar una difusién de gas entre fases. A este respecto,
los pardmetros que pueden ajustarse para conseguir un efecto de desorcién deseado incluyen:

duracién del contacto entre el gas (gas de desorcién) y el medio liquido;
velocidad de introduccién/pasaje del gas de desorcidn en el medio liquido;
volumen del gas de desorcién empleado;

magnitud del drea de superficie de contacto entre la fase gaseosa y la fase liquida;
vigorosidad de agitacién/mezclado;

pH del medio liquido; y

temperatura del medio liquido y/o el gas de desorcidn.

El sulfuro de hidrégeno puede formarse en presencia de una fuente conteniendo sulfuro apropiada (p. ej. un po-
lipéptido conteniendo un puente de disulfuro en si mismo) en un medio liquido bajo condiciones redox apropiadas,
y en relacién con la presente invencion se cree (véase abajo) que la presencia de sulfuro de hidrégeno (H,S) y/o de
formas deprotonadas de las mismas (es decir, HS- y/o S2-) juega un papel importante en la formacién de derivados de
trisulfuro (TS) de polipéptidos.

Sin estar atado a ninguna teorfa, se cree que H,S puede inducir la formacién de derivados de TS de determinados
polipéptidos conteniendo puentes de disulfuro [p. ej. hormonas del crecimiento (GH), tales como la hormona de
crecimiento humana (hGH)] por uno o los dos mecanismos ilustrados esqueméticamente en la Fig. 2. En el primer
mecanismo propuesto (parte superior de la Figura 2), un agente oxidante (denominado “Ox.”), p. €j. oxigeno (O,),
presente en la solucién actia por oxidacién de S en H,S con la formacién presente de un puente de trisulfuro en el
polipéptido. En el segundo mecanismo propuesto (parte inferior de la Figura 2), el polipéptido en si mismo actiia como
un agente oxidante, formando un puente de trisulfuro en presencia de H,S.

Sin estar atado a ninguna teorfa, se cree que el desplazamiento o la eliminacién de H,S del medio liquido en cues-
tién puede jugar un papel mas importante a la hora de reducir o eliminar la formacién de derivados de TS indeseados.

El sulfuro de hidrégeno es un gas moderadamente hidrosoluble débilmente acidico, el cual en solucién acuosa
existe en equilibrio dindmico con las especies anidnicas HS- y S?-, respectivamente. Es aparente a partir de la Fig. 1
aqui (véase abajo), la cual muestra la distribucién de las tres especies H,S, HS- y S?-, respectivamente, en agua a 20°C
como funcién del pH, de manera que la proporcién de H,S en solucién es extremadamente pequefia a valores de pH
mayores de aprox. 9, y se acerca al 100% a un pH de aprox. 4. Suponiendo que H,S es el tnico de las tres especies
en cuestion que existe en estado gaseoso bajo condiciones ambientales, si la presencia de H,S en el medio liquido
es de hecho de gran importancia en relacién con la formacion de derivados de TS de polipéptidos, entonces se cree
apropiado que la desorciéon del medio liquido con un gas se desarrolla a pH 9 en el medio liquido, tal como a pH 8, p.
ej. a pH 6. Deberia, no obstante, destacarse que puesto que el equilibrado entre las tres especies de sulfuro (H,S, HS-
y S%-) en solucién es rdpido, en un principio deberia ser posible ejecutar la desorcién de gas a un pH mayor que 9.
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La eleccién del pH en el medio liquido durante la desorcién del gas a la manera de la invencién, por supuesto,
también serd influida por otros factores, tales como la estabilidad del polipéptido de interés durante la formacion de
otros derivados de los mismos (p. €j. dimeros o oligdmeros mds altos de las mismas, formas deamidadas de las mismas,
formas sulfoxidadas de las mismas, etc.), la invalidacion de la precipitacion, etcétera.

Gas de desorcion

El gas empleado en la desorcién del medio liquido a la manera de la invencién es un gas que no reacciona signi-
ficativamente con o de lo contrario afecta contrariamente al polipéptido de interés (u otros componentes centrales o
esenciales contenidos en el medio liquido) y se selecciona del grupo que consiste en diéxido de carbono de nitrégeno y
los gases nobles, en particular helio o argén, helio, argén, o combinaciones de los mismos. No obstante, si la presente
creencia del inventor (véase arriba) de que la presencia de H,S en el medio liquido es de central importancia en rela-
cidn a la formacién de derivados de TS de polipéptidos es correcta, entonces estos gases que son mas apropiados para
el uso en esa conexion se cree que son gases los cuales son de forma sustancial quimicamente inertes, particularmente
con respecto a causar oxidacion, reduccién u otras reacciones, y/o influenciar en las condiciones de pH pertenecientes
al medio liquido, y las cuales estdn facilmente disponibles en una forma sustancialmente pura a un coste aceptable.
Gases de particular relevancia a este respecto incluyen entonces nitrégeno (N,) y los elementos mas abundantes y
facilmente disponibles de los denominados “gases nobles” [los cuales incluyen helio (He), neén (Ne), argén (Ar),
kriptén (Kr) y xenén (Xe)], sobre todo helio y argdn, particularmente argén. Estos gases (sobre todo N,, He y Ar)
estan facilmente disponibles a nivel comercial en un alto estado de pureza (tipicamente un >99,8% en volumen para
N,, y un 299,9% en volumen o mds para He y Ar) en forma comprimida en cilindros de capacidad variable.

En un principio se pueden formar derivados de trisulfuro en cualquier etapa durante la produccién y la purifica-
cién de un polipéptido del tipo en cuestién. No obstante, hay indicaciones de que es de enorme importancia evitar la
formacién derivada de TS durante las etapas de purificacién post-produccion, particularmente las etapas de filtracion;
asi, por ejemplo, en el caso de la hormona del crecimiento humana recombinante (hGH), parece que la formacion sus-
tancial de TS-hGH se desarrolla durante, en particular, los procedimientos de filtracién subsecuentes a la produccién
per se.

El método segtin la invencién es particularmente adecuado para la aplicacién subsecuente a la produccién del
polipéptido de interés (p. €j. la produccién por fermentacién en un medio conteniendo un microorganismo modificado
expresando recombinantemente el polipéptido), p. €j. conjuntamente con la separacidon de flujo descendente (post-
produccion) y/o las etapas de purificacion, tales como filtracién, microfiltracidn, ultrafiltracién, separacién de columna
y similares. Empleado en relacién a la hormona del crecimiento humana, el método se aplica adecuadamente durante
los procedimientos de post-produccion antes de las etapas de purificacion finales.

En otras formas de realizaciéon de métodos segin la invencion, compuestos que influyen en la estabilidad de,
o reducen la formacién de derivados indeseables de, el polipéptido deseado pueden afiadirse al medio liquido en
relacion a las etapas de tratamiento post-produccion. Asi, por ejemplo, se pueden afiadir sales de sulfito (p. €j. un
sulfito de metal alcalino tal como sulfito de sodio o potasio) o compuestos de mercapto (p. €j. uno o mas compuestos
seleccionados del grupo que consiste en glutationa, S-mercaptoetanol, ditiotreitol, ditioeritritol, mercaptoetilamina,
cisteina y cistina) al medio liquido que se va a someter a desorcién a la manera de la invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1
Desorcion de H,S a partir de caldo de fermentacion

Se tom6 una muestra comprendiendo microorganismos recombinantes de caldo de fermentacion [E. Coli conte-
niendo un cassette de expresion comprendiendo el gen codificante para la hormona del crecimiento humana recombi-
nante (thGH)] de un lote de produccién de hGH. La muestra se homogeneizo, y 6 sub-muestras, cada una de 1.500
ml, se introdujeron en cilindros de medicién de 2.000 ml y se agitaron magnéticamente. La desorcién de H,S a partir
de sub-muestras se realiz por gas de nitrégeno de burbujeo (obtenible, por ejemplo, a través de Air Liquide Dan-
mark A/S, Ballerup, Dinamarca; >99,8% de pureza) en cada sub-muestra (temperatura 20°C) a una velocidad de 15-
20 1/hora a través de un tubo de silicona que se extiende hasta el fondo del cilindro de medicién. La sub-muestra 1
no se sometié a desorcién (control), la sub-muestra 2 se sometié a desorcién durante 2,5 horas, mientras que las sub-
muestras 3, 4, 5 y 6 se sometieron a desorcion durante 20 horas.

Después de la desorcion del gas de esta manera, las sub-muestras se purificaron usando un sistema de microfiltra-
cién en escala de laboratorio [sistema Millipore Labscale™ TFF usando membranas de polietersulfona modificadas
(BIOMAX™-1000)], dando como resultado una formacién de TS-hGH muy baja en el permeado recogido. No obs-
tante, en el caso de las sub-muestras 4, 5 y 6, se afiadié sulfuro de sodio (Na,S) hasta concentraciones de aprox. 5, 10
y 15 ppm, respectivamente, antes de la microfiltracion.
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Determinacion de hGH

La cantidad de hGH en las sub-muestras microfiltradas se midié usando un método ELISA dirigido por hGH:
en este método un anticuerpo de cobaya policlonal dirigido contra la hormona del crecimiento humana se une a una
placa de microtest. Este anticuerpo (anticuerpo de revestimiento) reacciona con la hormona del crecimiento de las
muestras. Un anticuerpo policlonal de cobaya marcada con peroxidasa (anticuerpo de deteccion) dirigido contra hGH
reacciona entonces con la hormona de crecimiento ahora fijada. Al afiadir sustrato enzimético (sustrato de peroxidasa),
la actividad de la peroxidasa en el anticuerpo marcado de peroxidasa resulta en el desarrollo de un color con una
intensidad proporcional a la concentracién de hormona del crecimiento en la muestra. La reaccion se detiene por la
adicién de 4cido, y la absorbancia se lee en un fotémetro a 450 nm, al igual que a una longitud de onda de referencia
de 620 nm.

Determinacion de TS-hGH
Los niveles de TS-hGH se determinaron por cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC): Las condiciones de
medicién optimizadas se ha observado que se obtienen a una concentracién de hGH aproximada en la muestra de 0,71

g 1-1, y por tanto se diluyeron muestras para ajustarias a esta concentraciéon de hGH particular. La concentracién de
hGH inicial se determina a partir de una medicién de la absorbancia a 277 nm segtn la ecuacion:

Cned = Absorbancia (277 nm) * 0.82 {eng l'i)

Un volumen total de 15 ul de muestra ajustada se aplicé a una columna de 200 mm de largo y 4,6 mm de ancho.
Una elucion de gradiente con los siguientes dos eluyentes:

A: 1M (NH,),SO,: 0,1M de Na,HPO,; pH 6.5
B: 0,IM Na,HPO,; 5% v/v de CH;CN; pH 6.5

se realizd como se resume en la siguiente tabla:

Flujo Tiempo total | Eluyente A | Eluyente B
ml/min] [min] [%] [%]
0,5 0,0 70 30
0,5 8,0 45 55
0,5 35,0 0 100
0,5 450 0 100
0,5 451 70 30
0,5 70,0 70 30
0,5 73,0 70 30
0,05 73,5 0 100

Total: 73,5

Otras condiciones fueron de la siguiente manera:
Temperatura, muestra ajustada: 2°C-8°C
Temperatura, calefactor de columna: 28°C + 2°C

Longitud de onda, deteccién de UV: 220 nm
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La cantidad relativa de TS-hGH (en porcentaje de peso) en la muestra investigada se obtiene entonces a partir de
la siguiente ecuacion:

_ __ Aregy. .o, 100
TS -aGH [%] Arétry ... +Area,,,

Este procedimiento da un limite de cuantificacién (LOQ) de 20 ng de TS-hGH contenido en la muestra investigada.
Para verificar los resultados medidos para las muestras, se mide un estdndar al principio de cada serie y también al
final de cada serie.

Determinacion de H,S

Se determinaron las concentraciones de sulfuro de hidrégeno en las muestras liquidas usando la prueba rdpida
Merck Spectroquant™ . Esta prueba estd disefiada para medir todas las especies de sulfuro disueltas en muestras acuosas
en una extension de concentracién de 0,03 a 3,3 ppm usando un andlisis fotométrico. El kit de la prueba contiene tres
reactivos diferentes que causan una reaccién de color: El sulfuro de hidrégeno reacciona con dicloruro de N,N’-
dimetil-1,4-fenilenediamonio (Reactivo 2) para dar leucometilene azul incoloro, el cual se oxida luego con sulfato
férrico (Reactivo 3) a cloruro de metiltioninio. El dcido sulfamico (Reactivo 1) previene la interferencia de nitrito. La
reaccion de color que genera cloruro de metiltioninio resulta en un miximo de absorcién pronunciado a 665 nm, con
espacios en blanco mostrando practicamente ninguna absorbancia a esta longitud de onda. Para la medicién de niveles
de H,S en caldo de fermentacién no filtrado, el caldo se centrifugd (10 min, 5.000 r.p.m.) después de la adicién de los
tres reactivos. Se usaron soluciones estandar de H,S de concentracion conocida para la calibracién.

Los resultados se muestran en la Tabla 1, abajo.

TABLA 1

(1) Sin desorcioén (2) Reducido en sulfuro (3) Libre de sulfuro
(2.5h) (20h)

Tiempo | hGH [ TS-hGH [ HoS | hGH [TS-hGH| HoS | hGH [TS-hGH| H5S
de | (mgh)| (%) |ppm)|(MaN)| (%) (ppm) | (M) | (%) (ppm)
filtracion
(min)
o8 489 19,1 12 | 515 | 175 3,5 557 1,45 0
1088 83 | 32,95 0 79 252 0 127 0,53 0
2088 | 119 24 0 40 0,28 0 129 0,52 0

(4) =~ 5ppm H2S (5) =~ 10ppm H2S (6) = 15ppm H2S
08 468 | 948 | 32 | 507 15,9 7,2 522 | 21,83 | 15

1088 | 114 | 6.27 0 121 | 1583 0 121 22,96 | 42

2088 | 128 | 5,01 0 144 9,76 0 143 1529 | 2,5

8No flitrado
§8Mediciones hechas sobre permeado de microfiltracion

Estos experimentos indican que H,S se implica en una formacién de TS-hGH, y que la desorcién de H,S del caldo
de fermentacién homogenizado resulta en la reduccion (en la sub-muestra 2) o casi la eliminacién (en la sub-muestra
3) de la formacién de TS-hGH en el homogeneizado microfiltrado.
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Ejemplo 2
Desorcion de H,S en un fermentador

Una muestra comprendiendo microorganismos recombinantes de caldo de fermentacién [E. Coli conteniendo
un cassette de expresion comprendiendo el gen codificante para la hormona del crecimiento humana recombinante
(rhGH)] se tom6 de un lote de produccion de hGH y se homogeneizd. Se tomaron 5 sub-muestras idénticas a partir de
la muestra del volumen homogenizado. Una de estas sub-muestras (sub-muestra 1) no se sometié a desorcién; las 4
sub-muestras restantes se sometieron a desorcién por nitrégeno [en un vaso fermentador aireado de nitrégeno (burbu-
jeado) agitado (B. Braun Biostat CT; volumen de trabajo normal 1 litro) con control de pH y temperatura] usando las
condiciones detalladas en la Tabla 2, abajo. Los experimentos 2 y 3 se realizaron sin control de pH, siendo el valor de
pH dado en la Tabla 2 el valor inicial.

TABLA 2
Experimento Nivelde | Temperatura | Duracion | pH | Velocidad de
(sub-muestra) aeracion (°C) (min) desorcién
(vwvm)# (rpm)
1 - - - 8 -
(control)

2 1 20 95 8,5 1.200

3 0,25 20 30 7,6 600

4 0,25 20 60 7 600

5 0,25 20 1170 7 600

#volumen de gas/volumen de liquido/minuto

Las muestras se sometieron entonces a microfiltracién como se describe en el Ejemplo 1. El andlisis del contenido
de hGH y TS-hGH se realizé asimismo como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 3,
abajo.

TABLA 3
Sub-muestra
1 2 3 4 5

Tiempo | hGH | TS- | hGH | TS- | hGH | TS- | hGH |TS-hGH| hGH |TS-hGH
de (@M | hGH | (g/) | hGH | (af) | hGH | (g %) | @ | (%)
filtracion (%) (%) (%)
(min)
o8 |oe60| 03 |0500| 0 |o0710| 09 |0413| 06 |0120] ©
108% 0105| 130 | 0280 | 0 | 0113 | 31 | 0062 0 |0,004
208% |0,706| 11,8 | 0190 | O [0106| 20 |[0069| O [0005| O
§No filtrado
$8Mediciones hechas sobre permeado de microfiltracion
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Documentos citados en la descripcion
Esta lista de documentos citados por el solicitante ha sido recopilada exclusivamente para la informacion del
lector y no forma parte del documento de patente europea. La misma ha sido confeccionada con la mayor diligencia;

la OEP sin embargo no asume responsabilidad alguna por eventuales errores u omisiones.

Documentos de patente citados en la descripcion

o WO 9424157 A [0011] e WO 0431213 A [0015]
e WO 9602570 A [0013] o WO 9724445 A [0021]
e WO 0002900 A [0014] o WO 03044056 A [0021]

Bibliografia fuera de la patente citada en la descripcion
e Bewley et al. Adv. Enzymol., 1975, vol. 42, 73-166 [0004]
e Frankenne ef al. J. Clin. Endocrin. and Metabol., 1988, vol. 66, 1171-1180 [0004]

e Andersson et al. Isolation and characterization of a trisulfide variant of recombinant human growth hormone
formed during expression in Escherichia coli Int. J. PeDtide Protein Res., 1996, vol. 47, 311-321 [0012]

o Jesperson et al. Characterisation of a trisulfide derivative of biosynthetic human growth hormone produced in
Escherichia coli Eur. J. Biochem., 1994, vol. 219, 365-373 [0012]

o Briggs et al. Biochem. Biophys. Acta, 1978, vol. 537, 100-109 [0012]

e J. Breton et al. J. Chromatoar. A, 1995, vol. 709, no. 1. 135-46 [0012]
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REIVINDICACIONES
1. Método para reducir o prevenir sustancialmente la formacién de un derivado de trisulfuro de un polipéptido en
un medio liquido conteniendo dicho polipéptido, comprendiendo el método de desorcién dicho medio liquido con un
gas seleccionado del grupo que consiste en diéxido de carbono, nitrégeno (N,), o los gases nobles, en particular helio
(He), (Ar) argén y combinaciones de los mismos.
2. Método segtin la reivindicacién 1, donde dicho polipéptido contiene uno o méas enlaces de disulfuro.

3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, donde dicho polipéptido es un polipéptido producido recombinantemente.

4. Método segun la reivindicacion 3, donde dicho polipéptido se selecciona de: hGH producida recombinantemente
(rhGH); formas truncadas de la misma; sus andlogos; y derivados de la misma.

5. Método segtin la reivindicacién 3 6 4, donde dicha desorcidn se realiza durante el tratamiento de produccién o
post-produccion de dicho polipéptido.

6. Método segtin la reivindicacién 3 6 4, donde dicha desorcion se realiza durante el tratamiento de post-produccién
de dicho polipéptido.

7. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde dicho gas se selecciona del grupo que consiste en
diéxido de carbono, nitrégeno (N,), helio (He), argén (Ar) y combinaciones de los mismos y nedn (Ne), kriptén (Kr)
y xenén (Xe).

8. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde dicho gas se selecciona del grupo que consiste en
nitrégeno (N,), helio (He) y argén (Ar).

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho polipéptido se somete a una o mas
etapas de purificacién después del procedimiento de desorcion.

10. Método segtin la reivindicacion 9 comprendiendo al menos una etapa de filtracién.

11. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 5-10, donde un sulfito o compuesto de mercapto se afiade al
medio liquido después de la produccién de dicho polipéptido.
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Fig. 2

12



ES 2344 120 T3
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