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DESCRIPCION
Procedimiento de purificacién de G-CSF.

Se describe un procedimiento para la obtencién de factor recombinante estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF) y comprende al menos una cromatografia de intercambio catidnico y al menos una cromatografia de
interaccion hidréfoba, siendo estas dos clases de cromatografia efectuadas de manera inmediatamente consecutiva
y en cualquier orden de sucesién. La invencién se refiere a un procedimiento que es para la purificacién de G-CSF a
partir de una mezcla de G-CSF y otras proteinas y comprende dos pasos de cromatografia de intercambio catiénico
que son respectivamente efectuados antes y después de una cromatografia de interaccion hidrofébica. El G-CSF
(factor estimulador de colonias de granulocitos) es un factor de crecimiento que se da de manera natural y pertenece
a la familia de las citoquinas en el sentido mas amplio y aqui al grupo de los factores estimuladores de colonias. El
G-CSF desempefia un papel decisivo en la hematopoyesis y promueve la proliferacién y diferenciacién de células
precursoras hematopoyéticas y la activacion de neutréfilos. Debido a estas propiedades, el G-CSF ha encontrado
aplicacion en distintos ambitos médicos, como p. €j. la reconstitucion de las poblaciones de células sanguineas
normales tras quimioterapia o irradiacién, o para la estimulacion de la respuesta inmune frente a patégenos
infecciosos. Asi, el G-CSF se aplica en la clinica principalmente en la lucha antitumoral y en particular para el
tratamiento la neutropenia sobrevenida como consecuencia de una quimioterapia, y encuentra ademas utilizacion
también en los trasplantes de médula ésea y en el tratamiento de enfermedades infecciosas.

En su forma que se da de manera natural, el G-CSF humano es una glicoproteina con un peso molecular de
aproximadamente 20.000 daltons y presenta cinco residuos de cisteina. Cuatro de estos residuos forman dos
puentes disulfuro intramoleculares que son de gran importancia para la actividad de la proteina. Puesto que el G-
CSF puede ser obtenido tan sélo en pequefias cantidades a partir de sus fuentes naturales, para la fabricacion de
farmacos se usan principalmente formas recombinantes de G-CSF, que por ejemplo pueden ser obtenidas mediante
expresion en células de mamifero tales como las células CHO (células de ovario de hamster chino) o en células
procaridticas tales como E. coli. Las proteinas recombinantes que son expresadas en células de mamifero se
diferencian del G-CSF que se da de manera natural en un distinto patron de glicosilacion, mientras que en las
proteinas que son expresadas en E. coli las cuales como consecuencia de la expresion bacteriana pueden presentar
un adicional residuo de metionina N-terminal, estd completamente ausente la glicosilacion.

La fabricacion recombinante de G-CSF fue descrita en la literatura de patentes por primera vez en 1987, en la WO
87/01132 Al. El primer preparado de G-CSF comercial a base de G-CSF recombinante fue homologado en Alemania
en 1991 y es fabricado y comercializado con el nombre comercial de Neupogen® por la firma Amgen.

La produccion de G-CSF en células procaritticas ciertamente se prefiere a la produccién en células de mamifero, ya
que pueden utilizarse sistemas de expresion y condiciones de cultivo mas sencillos, si bien en la fabricacién de
proteinas recombinantes en células procaridticas un problema que surge frecuentemente es el de la formacion de
agregados intracelulares poco solubles de formas desnaturalizadas de la proteina expresada, que son los llamados
cuerpos de inclusion, que presentan en parte una estructura secundaria y pueden encontrarse en el citoplasma de
las células bacterianas.

La formacién de estos cuerpos de inclusién conduce a que las proteinas, tras el aislamiento de los cuerpos de
inclusién mediante centrifugacion a velocidad moderada, deban ser solubilizadas y renaturalizadas mediante medios
adecuados, para obtener su configuracion activa. En esto, la reaccidon de concurrencia entre una conversion de la
proteina desnaturalizada en el correcto intermediario de plegamiento y una agregacién de varias moléculas de
proteina constituye un importante factor que limita la produccién de proteina renaturalizada.

En el estado de la técnica diversos documentos de patente se ocupan del aspecto de la solubilizacion vy
renaturalizacién de proteinas obtenidas en cuerpos de inclusion. En la EP-A-0 719 860, por ejemplo, se describen el
aislamiento y la purificacién de G-CSF, incluyendo la solubilizacion y el replegamiento. Técnicas generales para la
solubilizacion y re-naturalizacion de proteinas desnaturalizadas han sido descritas en los documentos EPA-0 512
097, EP-A-0 364 926, EP-A-0 219 874 y WO 01/87925 y pueden ademas sacarse de la literatura cientifica y de las
obras estandar de la quimica de las proteinas.

La proteina replegada es a continuacién purificada mediante métodos cromatograficos, es decir que es separada de
otras proteinas y demds impurezas que estan contenidas tras la solubilizacién y renaturalizacion.

También se ocupa de la purificacién cromatografica el documento WO 87/01132 Al ya anteriormente mencionado,
en el cual fue descrita por primera vez la fabricacién de G-CSF en células huésped E. coli. Dentro del marco de la
purificacién del G-CSF recombinante se efectia en el documento WO 87/01132 Al en el Ejemplo 7 una
cromatografia de intercambio cationico utilizando una columna de CM-celulosa (CM-celulosa = carboximetilcelulosa).

Enla EP 0 719 860 Al el G-CSF es purificado a continuacién de la solubilizacién y oxidaciéon mediante resina Dowex

para la eliminacion del medio solubilizante, seguidas por una cromatografia de intercambio aniénico y una
cromatografia de intercambio catiénico. También en la EP 0 719 860 Al se utiliza CM-Sepharose (= carboximetil-
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Sepharose) (N.d.T.- o también podria decirse en espafiol CM-Sefarosa, o carboximetil-Sefarosa) para la
cromatografia de intercambio catiénico.

En la WO 03/051922 Al se describe un procedimiento de purificacion de G-CSF en el que se efectia una
cromatografia de afinidad metdlica, o dicho mas exactamente, una cromatografia por metal inmovilizado
(immobilized metal affinity chromatography, IMAC). A continuacion de la cromatografia de afinidad metalica puede
tener lugar en la WO 03/051922 una cromatografia de intercambio catiénico y/o una filtracion en gel.

En la WO 01/04154 Al esta descrito un procedimiento de purificacién de G-CSF en el que se efectlan primeramente
una cromatografia de interaccion hidrofébica y a continuaciéon de la misma una cromatografia en hidroxiapatita. A
continuacion de la cromatografia en hidroxiapatita se efectia una cromatografia de intercambio catiénico.

Es una finalidad de la presente invencién la de indicar un procedimiento de purificacion de G-CSF humano
recombinante biolégicamente activo con el que el G-CSF pueda ser obtenido con una pureza y un rendimiento
satisfactorios. El procedimiento debe ser ademas de ejecucion lo mas sencilla y supervisable posible. Es deseable
un procedimiento de purificacién en el que baste con tan pocos pasos cromatograficos como sea posible, para
mantener a bajo nivel la complejidad técnica y los costes y para evitar grandes pérdidas de proteina.

Estas y otras finalidades son alcanzadas mediante el procedimiento que se indica en la reivindicaciéon 1. En las
reivindicaciones dependientes se describen formas de realizacion preferidas.

Se descubri6 que con la purificacién cromatografica de G-CSF re-naturalizado mediante una cromatografia de
intercambio catiénico y una cromatografia de interaccion hidrofébica puede alcanzarse una aceptable pureza del G-
CSF recombinante biolégicamente activo con un rendimiento satisfactorio. La pureza puede ser adicionalmente
incrementada mediante un segundo paso de cromatografia de intercambio cationico.

La invencién se refiere con ello a un procedimiento de purificacion de G-CSF humano biol6gicamente activo
fabricado recombinantemente, en el que se efectdan al menos una cromatografia de intercambio cationico y al
menos una cromatografia de interaccion hidrofébica, teniendo lugar estos pasos cromatograficos en cualquier orden
de sucesion y ciertamente sin que entre estos pasos tenga lugar otro paso cromatografico u otro paso de
purificacién. Asi pues, la cromatografia de intercambio cationico y la cromatografia de interaccion hidrofébica se
siguen inmediatamente una a otra.

Por "G-CSF humano biolégicamente activo" se entiende segln la invencion que el G-CSF purificado mediante el
procedimiento segun la invencién esta en condiciones de promover la diferenciacion y proliferacién de células
precursoras hematopoyéticas y producir la activacion de células maduras del sistema hematopoyético.

Por consiguiente, el G-CSF que ha sido obtenido mediante el procedimiento segun la invencién es adecuado para el
tratamiento de indicaciones en las que es ventajosa la administracion de G-CSF. Se entiende que el concepto "G-
CSF humano bioldgicamente activo" también incluye a los mutantes y modificaciones de G-CSF cuya secuencia de
aminoacidos esta modificada con respecto a la secuencia de tipo salvaje, pero que presentan una actividad biolégica
similar a la del G-CSF de tipo salvaje, como se describe p. ej. en los documentos WO 01/87925 y EP 0 456 200.
Esto mismo es valido para los conjugados de G-CSF. En cuanto al G-CSF a purificar, se trata preferiblemente de
Met-G-CSF humano, fabricado en células E. coli.

En una forma de realizacion de la invencion, el procedimiento de purificacion de G-CSF comprende dos pasos de
cromatografia de intercambio catiénico que son respectivamente efectuados antes y después de la cromatografia de
interaccion hidrofobica.

En una adicional forma de realizacion de la invencién, el procedimiento comprende una filtracion en flujo tangencial
a continuacion de la Gltima cromatografia de intercambio cationico.

En una adicional forma de realizacion, en el procedimiento de purificacion de G-CSF se prescinde de la realizacion
de una cromatografia de intercambio aniénico.

En una adicional forma de realizacion, en el procedimiento de purificacién segun la invenciéon se prescinde de la
cromatografia de filtracion en gel.

En una adicional forma de realizacion de la invenciéon se renuncia a la realizacion de una HPLC (HPLC =
cromatografia de liquidos de alta resolucion) preparativa. Esto mismo es vdlido para la cromatografia de fase
inversa, que hay que distinguir de la cromatografia de interaccion hidrofébica segun la invencion y a la cual se
renuncia asimismo en lo posible en la preparacion. La HPLC de fase inversa se aplica Unicamente a efectos
analiticos.
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En una adicional forma de realizacion, dentro del marco del procedimiento no tiene lugar cromatografia de afinidad
alguna, y en particular no se efectlla cromatografia de afinidad de colorante, cromatografia de afinidad metalica o
cromatografia de afinidad de inmunoglobulina.

En una adicional forma de realizacion, dentro del marco del procedimiento de purificacion se renuncia a la
realizacién de una cromatografia en hidroxiapatita.

En una forma de realizacién preferida, por consiguiente, el procedimiento de purificacion segun la invencion hace
uso Unicamente de dos distintos métodos de separacion cromatografica, que son concretamente el del intercambio
ibnico sobre la base de la interaccion competitiva de iones cargados y el de la interaccion hidrofébica, que se
distingue por el hecho de que a altas concentraciones salinas las regiones superficiales apolares de una proteina se
adsorben en los ligandos débilmente hidréfobos de una fase estacionaria.

Hay que distinguir de esto al principio de separacion cromatografica de la afinidad, que se basa en la adsorcion
especifica y reversible de una molécula en una contraparte de fijacion individual fijada a una matriz. En el caso de la
cromatografia en hidroxiapatita, que se basa en la utilizacién de cristales de hidroxiapatita inorganicos, se trata de un
adicional método de separacion que se diferencia de la cromatografia de intercambio idnico en forma de la
cromatografia de intercambio catiénico y de la cromatografia de interaccion hidrofébica.

Estos principios de cromatografia anteriormente mencionados son también correspondientemente diferenciados en
los circulos técnicos (véase p. ej. Bioanalytik, F. Lottspeich, H. Zorbas (editores), Heidelberg, Berlin, editorial
Spektrum Akad. Verlag 1998).

En una forma de realizacion preferida, la purificacion cromatografica comprende no mas de tres pasos de
cromatografia en los cuales se utilizan tan s6lo dos distintos métodos de separacion cromatografica.

Como material de partida para la purificacion cromatogréfica se utiliza G-CSF renaturalizado que debe ser llevado a
una pureza que permita su utilizacion en forma de una preparacion farmacéutica.

La solubilizacién y el replegamiento de la proteina pueden efectuarse segun los métodos que son conocidos en la
técnica, p. ej. como se describe en la EP-A-1 630 173.

El G-CSF replegado puede ser elaborado después del replegamiento y antes del primer paso de cromatografia,
siendo dicha elaboracion efectuada p. ej. por filtracién, concentracion, precipitacion, acidificacion y/o dialisis.

En muchos casos sera ventajoso clarificar la preparacion de plegamiento antes del primer paso de cromatografia, o
sea retirar las particulas de mas alto peso molecular, las cuales son ante todo agregados proteicos que fueron
formados en el plegamiento. Esta clarificacion puede efectuarse mediante filtraciéon en lecho profundo, en la cual
sirve de medio filtrante un apilamiento no compacto de un material granular. Las particulas sélidas son mayores que
los poros del medio filtrante o bien son retenidas por absorcion en la superficie interior del apilamiento.

Para la filtracién en lecho profundo se utilizan preferiblemente como medio filtrante fibras de éster de celulosa.
Adecuados materiales filtrantes, asi como las correspondientes prescripciones de utilizacién, pueden p. ej. obtenerse
de la firma Millipore con los nombres comerciales Millistak Plus COHC y Millistak + B1HC.

Preferiblemente, antes de la filtracion en lecho profundo se procede a acidificar la preparacion de plegamiento, para
que el filtrado pueda ser utilizado de manera particularmente eficaz directamente para la cromatografia de
intercambio cationico. El valor pH de la preparacion de plegamiento es aqui preferiblemente ajustado a menos de
4,0, y con particular preferencia a 3,2.

Para la cromatografia de intercambio catiénico pueden utilizarse matrices habituales de las que estan a la venta en
el mercado. Dentro de una determinada gama de valores pH, debido a su carga total positiva el G-CSF se fija a la
matriz de intercambio catiénico, mientras que la mayoria de las sustancias contaminantes tales como acidos
nucleicos, lipopolisacaridos y proteinas que proceden de las células huésped, asi como isémeros idnicos de G-CSF
y formas modificadas de G-CSF con otros valores pl, no se fijan o bien pueden ser retiradas por lavado.

Aungue sin quedar limitadas a éstas, las adecuadas matrices de intercambio cationico incluyen carboximetil (CM)-
celulosa, AG 50 W, Bio-Rex 70, Carboximetil (CM)-Sephadex, Sulfopropil (SP)-Sephadex, Carboximetil (CM)-
Sepharose CL-6B, CM-Sepharose HP, Hyper D-S-Ceramic (Biosepra) y Sulfonato (S)-Sepharose, SP Sepharose FF,
SP Sepharose HP, SP Sepharose XL, CM Sepharose FF, TSK gel SP 5PW, TSK gel SP-5PW-HR, Toyopearl SP-
650M, Toyopearl SP-650S, Toyopearl SP-650C, Toyopearl CM-650M, Toyopearl CM-650S, Macro-Prep High S
Support, Macro-Prep S Support, Macro-Prep CM Support, etc.

Las matrices y los protocolos adecuados para la realizacién de la cromatografia de intercambio catiénico puede

sacarlos el experto en la materia de las informaciones de productos de ofertantes tales como Amersham Biosciences
(http://www.amershambiosciences.com, hoy en dia GE Healthcare) o Bio-Rad (http://www.bio-rad.com).
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Preferiblemente se utilizan como matriz para la cromatografia de intercambio catiénico matrices sulfopropilicas, y en
particular los productos SP Sepharose XL y SP-Sepharose FF (Fast Flow), que son suministrados por Amersham
Biosciences, de Friburgo, Alemania (hoy en dia GE Healthcare).

En una forma de realizacién preferida de la invencién en la que se efectian dos cromatografias de intercambio
catiénico, concretamente una antes y una después de la cromatografia de interaccion hidrofébica, se utiliza en
ambos casos una matriz sulfopropilica, y con particular preferencia en la primera cromatografia de intercambio
catidnico SP Sepharose XL y en la segunda cromatografia de intercambio catiénico SP Sepharose FF.

Los tampones adecuados para la cromatografia de intercambio cati6nico incluyen a un tampon de maleato,
malonato, citrato, lactato, acetato, fosfato, HEPES y bicina. La concentracion del tampon esta preferiblemente
situada entre 10 y 100 mM, y preferiblemente entre 20 mM y 50 mM. Para la purificacién del G-CSF el pH del
tampon no deberia en lo posible ser de mas de 7,0, y preferiblemente no deberia ser de mas de 6,5.

En una forma de realizacién preferida se usa para la cromatografia de intercambio catidnico acetato sédico 20 mM
pH 5,0, que se utiliza para el equilibrado y el lavado.

Si se efectlla una segunda cromatografia de intercambio catiénico, se usa para el equilibrado y el lavado
preferiblemente fosfato sédico 50 mM, pH 5,4.

Tras el lavado, el G-CSF puede ser eluido de la columna mediante una modificacion, y en el caso de la
cromatografia de intercambio catidnico mediante un incremento, del valor pH o mediante un incremento de la fuerza
iGnica.

La elucion se provoca preferiblemente mediante un incremento de la fuerza ionica. Si se utiliza como tampdn acetato
s6dico 20 mM pH 5,0, es adecuada para la elucién por ejemplo una solucién de acetato sédico 20 mM pH 5,0 y NaCl
200 mM.

Las adicionales condiciones adecuadas para la cromatografia de intercambio catiénico pueden sacarse de la
correspondiente literatura especializada, como es por ejemplo el manual "lon Exchange Chromatography - Principles
and Methods" de Amersham Biosciences, de Friburgo, Alemania (hoy en dia GE Healthcare), 2002.

La concentracion salina en el tampon de carga para la cromatografia de intercambio catiénico deberia ser
suficientemente baja como para permitir la fijacion a la matriz, siendo la fijacién también dependiente del valor pH de
la solucion.

Dentro del marco de la cromatografia de intercambio cationico pueden utilizarse distintos tampones para la carga y
la fijacién a la matriz, como p. €j. tampones seleccionados de entre los miembros del grupo que consta de tampones
de acetato, citrato, Tris/HCI, Tris/acetato, fosfato, succinato, malonato y 2-(N-morfolinoetanosulfonato) (MES) y otros
tampones.

Tras la carga de la columna se procede a lavar la columna, y a continuacion se procede a eluir las proteinas de la
columna. La elucién puede hacerse mediante un incremento de la fuerza iénica, lo cual se hace mediante un
incremento de la concentracion salina en la solucién tampén. Se ofrece como alternativa un incremento del valor pH.
Pueden ademas utilizarse gradientes escalonados discontinuos, gradientes lineales o bien una adecuada
combinacién de tales gradientes.

Los tampones de elucidon que son adecuados para el lavado y la eluciéon pueden ser seleccionados de acetato,
citrato, Tris/HCI, Tris/acetato, fosfato, succinato, malonato y MES y otros tampones adecuados con adicion de sales
tales como NaCl o KCI. La fuerza iénica y la concentracién salina por medio de las cuales se logra la eluciéon son
dependientes del valor pH de la solucidon tampdn. Cuanto mas alto sea el valor pH del tampdn, tanto mas baja sera
la fuerza iénica necesaria para la elucion de las proteinas de la columna.

También la cromatografia de interaccién hidrofébica puede efectuarse con matrices habituales. Son adecuadas
matrices tales como las de Butil-, Fenil- u Octil-Sepharose (Amersham Biosciences, hoy en dia GE Healthcare),
MakroPrep-Methylo t-Butyl (Bio-Rad) y Fractogel EMD con ligandos propilicos o fenilicos (Merck).

En cuanto a los ligandos hidr6fobos, se trata preferiblemente de grupos butilo, fenilo u octilo, y con particular
preferencia se trata de grupos fenilo. Pueden utilizarse los productos de Amersham Biosciences (hoy en dia GE
Healthcare).

Matrices y protocolos adecuados para la realizacion de la cromatografia de interaccion hidrofébica puede sacarlos el
experto en la materia de las informaciones de productos de ofertantes tales como Amersham Biosciences
(http://www.amershambiosciences.com, hoy en dia GE Healthcare) o Bio-Rad (http://www.bio-rad.com).
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En cuanto a la matriz, se trata preferiblemente de Fenil Sepharose HP (High Performance), que es un producto que
es suministrado por Amersham Biosciences (hoy en dia GE Healthcare).

Como tampones para la cromatografia de interaccion hidrofébica son adecuados los tampones habituales que se
utilizan también en otras clases de cromatografia. En una forma de realizacion preferida se utiliza un tampén de
citrato. La elucién se efecta ventajosamente mediante el incremento del valor pH. Ha demostrado ser
particularmente adecuado un gradiente de pH de aproximadamente pH 3,0 a aproximadamente 6,0.

Las adicionales condiciones adecuadas para la cromatografia de interaccién hidrofébica pueden sacarse de la
correspondiente literatura especializada, como es por ejemplo el manual "Hydrophobic Interaction Chromatography
Principles and Methods" de Amersham Biosciences, de Friburgo, Alemania, 2002.

El experto en la materia esta en general al corriente de los principios cromatograficos de los que se hace uso en el
procedimiento segun la invencién, estando dichos principios en todo caso detalladamente descritos en los manuales
o0 protocolos de uso corriente de los ofertantes de matrices, columnas y otros medios auxiliares para la
cromatografia.

La Filtracién en Flujo Tangencial (TFF) que se efectia dentro del marco de una forma de realizacion de la invencion
a continuacién de la purificacién cromatogréfica, y en particular a continuacion de la Gnica o la Ultima cromatografia
de intercambio cationico, puede hacerse con sistemas y protocolos de TFF tradicionales como los que son por
ejemplo ofrecidos por las firmas Millipore y Pall Corporation. En cuanto a la TFF, se trata de una filtracion que se
hace en calidad de adicional paso de purificacion a diferencia de los precedentes pasos de purificacion de la
cromatografia de intercambio catiénico y de interaccidn hidrofébica.

El G-CSF que se purifica dentro del marco de la invencion es expresado mediante tradicionales métodos de
tecnologia genética en células huésped. Se trata preferiblemente a este respecto de G-CSF humano. Para la
expresion en células E. coli estan a la venta en el mercado distintos sistemas de expresion. Es por ejemplo
adecuada la expresion de G-CSF humano bajo el control de un promotor inducible, y por ejemplo de un promotor
inducible por IPTG (IPTG = isopropil-[1-D-tiogalactosido); véanse, p. ej., Sambrook and Russel, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, 32 edicién 2001, Coldspring Harbour Laboratory Press, Coldspring Harbour, NY, Capitulo 15, o
protocolos de fabricante de uso corriente, como son p. €j. los de Promega o Stratagene.

La fermentacion se efectla segun protocolos estandar como los que estan descritos en la literatura de patentes y en
la literatura cientifica, por ejemplo en un proceso bietapico que consta de un cultivo discontinuo y un cultivo
discontinuo alimentado.

La recoleccion de los llamados cuerpos de inclusién, que contienen el G-CSF sobreexpresado en E. coli, y la
desagregacion de estos cuerpos de inclusion, estan descritas en parte en la literatura de patentes sobre la que se ha
tratado anteriormente. Sin embargo, se encuentran protocolos adecuados también en obras estandar de la quimica
de las proteinas, asi como en manuales de laboratorio. Lo mismo es vélido para la solubilizacién y el replegamiento,
gque, como se ha expuesto anteriormente, son objeto de diversas descripciones impresas de patente.

La invencion se refiere también a preparaciones farmacéuticas que contienen el G-CSF obtenido segun la invencion.
El G-CSF obtenido puede almacenarse ya sea en forma de liofilizado o bien en forma liquida. Dicho factor es
administrado por via subcutanea o por via intravenosa. Adecuadas sustancias auxiliares en las formulaciones del
GCSF expresado recombinantemente son por ejemplo estabilizadores tales como azlicares y alcoholes de azucar,
aminoacidos y agentes surfactantes como p. ej. polisorbato 20/80, asi como adecuadas sustancias tampoén.
Ejemplos de formulaciones estan descritos en los documentos EP 0 674 525, EP 0 373 679 y EP 0 306 824; véanse
también los productos comerciales Neupogen® y Granocyte en la LISTA ROJA 2004.

Ejemplos
Los ejemplos siguientes estan destinados a aclarar la invencién sin limitarla.

El G-CSF humano fue expresado en células E. coli bajo el control de un promotor inducible por IPTG. Ejemplos de
adecuados sistemas de expresion pueden p. ej. sacarse del manual de laboratorio Sambrook y Russell, Molecular
Cloning A Laboratory Manual, 3a edicion 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
Capitulo 15, o de protocolos de fabricante de uso corriente, como p. €j. los de Promega o Stratagene.

La fermentacion se hizo segln protocolos estandar como los que estan descritos en la literatura de patentes y en la
literatura cientifica, en un proceso bietdpico que comprende un cultivo discontinuo y un cultivo discontinuo
alimentado. Las bacterias se tuvieron en cultivo por espacio de un periodo de tiempo de 17 a 18 horas, antes de
inducirlas a la formacion del G-CSF recombinante mediante adicion de IPTG 1 mM. El tiempo de induccién fue de
4,0 horas.
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La recoleccion de las bacterias se hizo mediante centrifugacion en vasos por espacio de 20 minutos a 5000 g y 4°C.
Tras la centrifugacion fue desechado el supernatante y las células fueron llevadas de nuevo al volumen de
fermentacion con tampon (fosfato sédico 20 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM) (EDTA = acido etilendiaminotetraacético),
antes de ser desintegradas mediante tres pases a 800 bares. A continuacién se clarificé el lisado mediante
separacion (separador CSA1, Westfalia, Oelde).

Concentracion de los cuerpos de inclusion

La suspension de los cuerpos de inclusién obtenida mediante la recoleccion puede en principio ser utilizada
directamente para la subsiguiente solubilizacién. La maxima concentracién de proteina alcanzable en el solubilizado
gueda en este caso ciertamente limitada en gran medida, lo cual puede dar lugar a una limitacién durante el
plegamiento. Por consiguiente, la suspension de los cuerpos de inclusion deberia ser concentrada mediante
centrifugacion tras la recoleccion y el lavado, para alcanzar una alta concentracion de proteina en el solubilizado.

La suspension de los cuerpos de inclusion fue centrifugada por espacio de 20 minutos a 10.000 g en una
centrifugadora de vasos. La pasta de cuerpos de inclusién obtenida mediante la centrifugacién puede ser
almacenada por espacio de al menos 12 semanas a -20°C.

Solubilizacién

Para poder solubilizar en un periodo de tiempo relativamente corto los pellets de cuerpos de inclusién de mayor
tamafio, es ademas necesaria una trituracion mecanica de estos pellets, por ejemplo mediante tratamiento
Ultraturrax. La pasta de cuerpos de inclusiéon obtenida mediante centrifugacion fue pesada, mezclada con 9,0 ml de
tampon de solubilizacién (Tris 30 mM, EDTA 1 mM, guanidina-HCI 6,0 M, GSH 100 mM, pH 8,0) por gramo de
cuerpos de inclusion y desmenuzada mediante tratamiento Ultraturrax. La preparacion fue sometida a agitacion
vorticial a fondo y fue luego incubada en un mezclador de rodillos o un agitador magnético a temperatura ambiente
por espacio de aproximadamente 2 horas.

Replegamiento

La concentracion de proteina en el solubilizado fue determinada con el método de Bradford con BSA (BSA =
seroalbimina bovina) como proteina patrén. Para el plegamiento fue afiadida al tampén de replegamiento (Tris 30
mM, GSSG 2 mM, GSH 2 mM, urea 3 M, pH 7,5; 4°C) la cantidad de solubilizado que era necesaria para alcanzar
en una deseada cantidad de tampdn una concentracién de proteina de 700 [ig/ml. La correspondiente cantidad de
solubilizado fue afadida lenta y uniformemente bajo agitacion con un agitador magnético, para evitar las
concentraciones localmente incrementadas de solubilizado, o respectivamente de proteina. La velocidad de
aportacion y la modalidad de mezcla pueden adaptarse para el volumen de preparacion de solubilizacion que
respectivamente se utilice. Una vez concluida la adicién del solubilizado, la preparacién fue incubada por espacio de
al menos 12 horas a 4°C. Durante este tiempo no fue necesaria una mezcla adicional.

Filtracion en lecho profundo

A continuacion del replegamiento se filtra la preparacion de replegamiento, antes de que tenga lugar el primer paso
de cromatografia. Puede utilizarse para la filtracién por ejemplo un filtro de lecho profundo, como p. ej. un filtro
adecuado de la firma Millipore, de Schwalbach. Antes de la filtracion se ajusta el valor pH a pH 3,2 con &cido citrico
2M.

Realizacién de la primera cromatografia de intercambio catiénico

El primer paso de cromatografia sirve para la captura de la proteina objetivo y separa de la proteina objetivo a los
agentes auxiliares de replegamiento tales como urea, GSH y GSSG, en tanto que los mismos estén presentes en la
preparacion de plegamiento. En este paso son también separadas las proteinas de las células huésped y las
especies proteicas incorrectamente plegadas. Aqui se hace uso de una cromatografia de intercambio catiénico. Se
emplea como matriz SP Sepharose XL de Amersham Biosciences (hoy en dia GE Healthcare). La cromatografia
tiene lugar a pH 5,0.

La matriz de SP Sepharose XL fue equilibrada con 1,5 volimenes de columna de acetato sédico 20 mM, pH 5,0. La
preparacion de replegamiento filtrada fue cargada en la columna y fue a continuacién lavada con 1,5 volimenes de
columna de tampén de lavado (acetato sédico 20 mM, pH 5,0). A continuacion fue eluido de la columna el G-CSF
con 3 volumenes de columna de tamp6n de elucién (acetato sédico 20 mM, NaCl 200 mM, pH 5,0). La pureza del
GCSF eluido fue determinada mediante HPLC de fase inversa, y era de mas de un 80%. El rendimiento, referido a la
preparacion de plegamiento filtrada, era asimismo de mas de un 80%.

Realizacion de la cromatografia de interaccién hidrofébica
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Partiendo del eluido de la SP Sepharose XL, en el segundo paso de cromatografia tiene lugar una adicional
purificacién del G-CSF. En particular tiene lugar un considerable empobrecimiento en impurezas emparentadas con
el producto. Aqui se hace uso de una cromatografia de interacciéon hidrofébica con Fenil Sepharose HP de
Amersham Biosciences (hoy en dia GE Healthcare).

La columna de Fenil Sepharose HP fue primeramente equilibrada con 2 volimenes de columna de un 12% de
tampon B y un 88% de tampdn A (tampon B: citrato sdédico 20 mM, pH 6,7; tampon A: citrato sédico 20 mM, pH 2,7,
NaCl 110 mM). Entonces fue aplicado a la columna el eluido de la columna de SP Sepharose XL, que habia sido
previamente diluido con 5 volimenes de tampon A (citrato sédico 20 mM, pH 2,7, NaCl 110 mM). A continuacion la
columna fue lavada con 2 voliumenes de columna de un 12% de tampén B y un 88% de tampén A, y se paso por la
misma un gradiente lineal de un 12% a un 90% de tampo6n B en 5-8 volimenes de columna. La elucion tuvo lugar
dentro del marco de este gradiente lineal de pH de aproximadamente pH 3,0 a aproximadamente 6,0. La columna
fue finalmente enjuagada con 3 volumenes de columna de un 90% de tampon B y un 10% de tampdn A.

Las fracciones de elucion fueron verificadas en cuanto a su pureza mediante HPLC de fase inversa, y fueron
reunidas las fracciones que tenian una pureza de mas de un 95%.

El G-CSF obtenido tras la cromatografia de interaccion hidrofébica tenia una pureza de mas de un 96%. El
rendimiento del paso de cromatografia de interaccion hidrofébica correspondia a casi un 80%.

Realizacion de la segunda cromatografia de intercambio catiénico

Partiendo del eluido de la Fenil Sepharose HP, en el tercer paso de cromatografia tiene lugar una adicional
purificaciéon del G-CSF hasta una pureza de mas del 99%. Se efectla un considerable empobrecimiento en
impurezas emparentadas con el producto. Aqui se hace de nuevo uso de una cromatografia de intercambio
catiénico. Se utiliza SP Sepharose FF de Amersham Biosciences (hoy en dia GE Healthcare).

La columna de SP Sepharose FF fue equilibrada con 3 volimenes de columna de un 100% de tampoén A (fosfato
sédico 50 mM, pH 5,4). A continuacién fue aplicado a la columna el eluido de la cromatografia de interaccién
hidrofébica, y se enjuagé la columna con 2 volumenes de columna de un 100% de tampdn A (fosfato sédico 50 mM,
pH 5,4). La muestra de aplicacion contenia NaCl de aproximadamente 60 mM y tenia un valor pH de 4,0-4,2. La
elucion se hizo mediante una combinacion de gradiente escalonado y lineal de pH. El primer escalonamiento fue a
un 10% de tampodn B (fosfato sédico 50 mM, pH 6,4) y mantuvo esta concentracién para 1,5 volimenes de columna.
A continuacion de ello siguié un gradiente por 1 volumen de columna de un 10 a un 15% de tampo6n B (fosfato
sédico 50 mM, pH 6,4). El G-CSF fue eluido en un gradiente lineal de un 15% a un 35% de tamp6n B (fosfato sédico
50 mM, pH 6,4) por 12,5 volimenes de columna, teniendo lugar la recogida del eluido con aumento de la absorcién
a 280 mm. La columna fue finalmente enjuagada con un escalonamiento a un 100% de tampo6n B (fosfato sodico 50
mM, pH 6,4).

Las fracciones de elucion fueron verificadas en cuanto a su pureza mediante HPLC de fase inversa, y fueron
reunidas las fracciones que tenian una pureza de mas de un 99%. El rendimiento total fue del orden de un 80%.

El Met-G-CSF obtenido como resultado de los pasos de cromatografia anteriormente descritos tenia una pureza de
al menos un 99,5% segun todos los andlisis por HPLC (de fase inversa, SEC e IEX).

La determinaciéon de las impurezas arroj6 asimismo un muy marcado empobrecimiento en ADN, endotoxina y
proteina de células huésped.

Determinacion de la actividad biolégica

La actividad del G-CSF obtenido mediante el procedimiento segun la invencion fue determinada mediante un
bioandlisis y fue comparada con la de un G-CSF estandar que esta disponible comercialmente (Neupogen®). Se
empled para ello la linea celular de raton NFS-60, que responde al G-CSF. Esta linea celular fue cultivada en medio
RPMI 1640 (firma Bachem, de Heidelberg), que contenia 1,5 g/l de bicarbonato sodico, 4,5 g/l de glucosa, Hepes 10
mM y piruvato sédico 1,0 mM y habia sido suplementado con glutamina 2 mM, un 10% de FCS, 2-mercaptoetanol
0,05 mMy 60 ng/ml de G-CSF.

Para el ensayo de actividad, las células fueron lavadas dos veces con medio sin G-CSF, fueron sembradas en una
concentracion de 2 x 10* células por pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos, y fueron incubadas por espacio de
tres dias a 37°C y con un 4,5% de CO; con distintas concentraciones del G-CSF purificado y del estandar. Las
células fueron a continuacion coloreadas con reactivo XTT, y la absorcion fue medida a 450 nm en un lector de
placas de microtitulacion. Quedd de manifiesto que las células que habian sido tratadas con el GCSF purificado
segun la invencién crecieron exactamente igual de bien como las células que habian sido tratadas con el estandar,
por lo cual puede partirse de la base de una igual actividad biolégica de ambas muestras de G-CSF.
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También en los andlisis por electroforesis en gel (SDS-PAGE, Western Blot, enfoque isoeléctrico) el Met-G-CSF
obtenido tras la purificacion cromatografica se comporté como el Neupogen® utilizado como estandar.

Para la determinacion del rendimiento de plegamiento, tras la obtencién del G-CSF puede efectuarse una HPLC de
fase inversa en la que se desnaturaliza la proteina. Debido a los puentes disulfuro, que se conservan, las especies
puenteadas con disulfuro de maneras distintas poseen frecuentemente distintas superficies hidr6fobas y pueden ser
con ello separadas en la HPLC de fase inversa. Por consiguiente, con este método se logra tan solo la demostracién
del correcto puenteo con puentes disulfuro. Este es ciertamente un criterio del correcto plegamiento, decisivo y ya
suficiente para muchas proteinas pequefias y correspondientemente puenteadas. Como adicional método de
andlisis puede también realizarse una HPLC de exclusién por tamafio (SE-HPLC).

El experto en la materia puede inferir los materiales y protocolos adecuados para la realizacion de la HPLC de fase
inversa o de la SE-HPLC de las informaciones de productos de ofertantes como Vydac (http://www.vydac.com) o
TOSOH Bioscience (http://www.tosohbiosep.de). La determinacion del rendimiento de Met-G-CSF estd también
descrita en Herman et al. (1996) Pharm. Biotechnol. 9: 303-328. El exacto porcentaje de Met-G-CSF se determina
mediante integracion del area de pico y conversién por medio del coeficiente de extincién.

Tras la purificacion, el G-CSF puede ser analizado con respecto a su cantidad y su actividad. Puede hacerse un
analisis cualitativo por medio de un analisis por SDS-PAGE con subsiguiente coloracién con Azul Brillante
Coomassie o por medio de una HPLC de fase inversa. Como estandar para los andlisis puede emplearse un
preparado de G-CSF de los que estan a la venta en el mercado. Adicionalmente puede realizarse un mapa peptidico
0 una espectroscopia de masas. La actividad del G-CSF purificado puede determinarse con distintos procedimientos
de ensayo bioldgico, como son los que estan descritos por ejemplo en Shirafuji et al. (1989) Exp. Hematol. 17(2):
116-119; Oh-Eda et al. (1990) J. Biol Chem. 265(20): 11432-11435; Stute et al. (1992) Blood 79(11): 2849-2854 y
Oshima et al. (2000) Biochem. Biophys. Res. Commun. 267(3): 924-927.

Todas las cromatografias se realizan por lo demds segun las recomendaciones y los protocolos de los ofertantes de
las matrices y de las columnas (p. ej. con respecto a la velocidad de flujo, a los volimenes de columna a utilizar para
el lavado y para la elucidn, a los didmetros y a las alturas de lecho de las columnas, etc.).
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de purificacion de factor recombinante estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), que
comprende al menos dos cromatografias de intercambio catidnico las cuales se realizan respectivamente antes y
después de la cromatografia de interaccién hidrofébica.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el cual el G-CSF a purificar es un Met-G-CSF humano producido en
células de E. coli.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el cual como material de partida para la purificacion
cromatografica se emplea G-CSF re-naturalizado.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3, donde la preparacion de plegamiento se clarifica antes del primer paso
de cromatografia.

5. Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas una filtracion de flujo
tangencial a continuacion de la dltima cromatografia de intercambio catiénico.

6. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones precedentes, donde no se efectla cromatografia de intercambio
anionico alguna.

7. Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes, donde no se efectia una cromatografia de
filtracion en gel.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, donde no se efectia HPLC alguna.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, donde no se efectlia una cromatografia de afinidad
alguna.

10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, donde no se efectia cromatografia en
hidroxiapatita alguna.

11. Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes donde se usa una matriz de sulfopropilo para la
cromatografia de intercambio catiénico.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, donde en calidad de ligandos hidr6fobos se usan
grupos fenilo para la cromatografia de interaccion hidrofébica.

13. Utilizacién del G-CSF purificado segun el procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes

para la produccién de una preparacion farmacéutica que contiene el G-CSF y excipientes aceptables en farmacia,
tales como tampones, sales y estabilizantes.
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